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(3) Neue Signalsequenzen. 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft neue Peptidfragmente [Targeting '-Signal], die aus der C- 
terminalen region [C-terminale Extension] pflanzlicher Vakuolenproteine erhaltlich sind und die in 
operabier Verknupfung mit einem beiiebigen Protein molekui fur eine gezielte Einschleusung der mit 
diesen Peptidfragmenten assoziierten Proteine in die pflanzliche Vakuoie sorgen sowie die besagten 
Peptidfragemente kodierende DNA-olekule. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft rekombinante DNA Molekule, wetche die 
erfindungsgemasse DNA Sequenz in operabier Verknupfung mit einer exprimierbaren DNA enthalten 
sowie die davon abgeleiteten Vektoren. Ebenso umfasst sind Wirtszellen und/oder Wirtsorganismen, 
einschliesslich transgener Pflanzen, die besagte rekombinante DNA bzw. die davon abgeleiteten 
Vektoren enthalten. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft neue Peptidfragmente [Targeting-Signal], die aus der C-terminalen 
Region [C-terminale Extension] pflanzlicher Vakuole n proteine erhaltlich sind und die in operabler Verkniipfung 
mit einem beliebigen Proteinmoiekul fur eine gezielte Einschleusung der mitdiesen Peptidfragmenten asso- 
ziierten Protein e in die pflanziiche Vakuole sorgen. 
5 Die voriiegenden Erfindung betrifft weiterhin DNA-Sequenzen, welche die zuvor naher charakterisierten 

Peptidfragmente kodieren und in operabler Verkniipfung mit einer beliebigen, exprimierbaren DNA zu einem 
Genprodukt fuhren, das gezieit in die pflanziiche Vakuole eingeschleust wird, sowie Mutanten und Varianten 
davon. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft rekombinante DNA Molekule, welche die erfin- 

10 dungsgemasse DNA Sequenz in operabler Verkniipfung mit einer exprimierbaren DNA enthalten sowie die 
davon abgeleiteten Vektoren. Ebenso umfasst sind Wirtszellen und/oder Wirtsorganismen, einschliesslich 
transgener Pflanzen, die besagte rekombinante DNA bzw. die davon abgeleiteten Vektoren enthalten. 

Die VerfahrenzurHerstellung dererfindungsgemassen DNASequenzen sowie derdiese DNASequenzen 
enthaltenden rekombinanten DNA Molekiile und Vektoren bilden einen weiteren Bestandteil der voriiegenden 

15 Erfindung, ebenso deren Verwendung zur Herstellung transgener Pflanzen. 

Im Rahmen des Genetic Engineering ist man in jungster Zeit in zunehmendem Masse daran interessiert 
uber die reine Expression des eingeschleusten Fremdgens hinaus DNA-Sequenzen aufzuspuren, die sog. 
Signalsequenzen kodieren, welche es dem assoziierten Genprodukt erlauben, entsprechend seiner Funktion 
an seinen spezifischen Bestimmungsort zu gelangen, wo es dann seine optimale Wirkung entfalten oder aber 

20 in geeigneter Weise abgelagert werden kann. Bezogen auf die ganze Pflanze bedeuted dies, dass man 
bespielsweise versucht Promotoren zu identifizieren oder zu entwickeln, die eine gewebe-und/oder entwick- 
lungsspezifische Expression des eingeschleusten Fremdgens ermoglichen. 

Dieziel- bzw. bestimmungsorientierte Plazierung eingeschleusterFremdgene oder deren Expressionspro- 
dukte ist jedoch nicht nur auf dem Niveau der Pflanze von Relevanz sondern kann auch bereits auf der Zelle- 

25 bene von grosser Bedeutung sein, insbesondere was die Effektivitat der Transformation betrifft. 

So ist beispiels weise bekannt, dass in pflanzlichen wie auch in anderen eukaryontischen Zellen die Mehr- 
zahl derProteine zwaran cytoplasmatischen Ribosomen synthetisiert wird, dass aber ein Grossteil dieser Pro- 
teine in ganz unterschiedlichen subzellularen Kom parti me nten benotigt wird. Eine Ausnahme hiervon biiden 
lediglich einige Mitochondrien- und Chloroplasten-Proteine, die direkt am Ortihrer Verwendung hergestellt wer- 

30 den. Die cytoplasmatisch hergestellten Proteine dagegen werden entweder entlang des die Zelle durchziehen- 
den Endomembransystems in das lytische Kompartiment [Vakuole, Lysosomen] der Zelle und den 
Extrazellularraum transportiert oder aber sie werden direkt von ihrem jeweiligen Kompartiment [Vakuole, Chlo- 
roplasten, Peroxisomen] aufgenommen. 

Fur die Aufrechterhaltung dieser auf der subzellularen Ebene verwirklichten Kompartimentierung mussen 

35 innerhalb der Zelle spezifische Transport- und Sortiersysteme vorliegen, die eine funktionsgerechte Verteilung 
der cytoplasmatisch produzierten Proteine gewahrieisten. Diese Proteine mussen daher eine oder aber meh- 
rere zusatzliche Informationen enthalten, die es den besagten Transport- und Sortiersystemen der Zelle erlau- 
ben ihr jeweiliges Substrat zu erkennen und dieses an ihren spezifischen Bestimmungsort zu dirigieren. So 
konnte beispielsweise bei zahlreichen cytoplasmatischen Precursoren von Mitochondrien- und Chloroplasten- 

40 Proteinen am N-terminalen Ende ein sog. Transit-Peptid nachgewiesen werden, welches die Aufnahme dieser 
Proteine in ihr jeweiliges Kompartiment sicherstellt. Ganz entsprechend besitzten die nuklearen Proteine eine 
Zellkern-spezifische Sequenz. 

Von besonderer Bedeutung fur den intrzellularen Protein-Transport ist das Endomembransystem der Zelle. 
Dieses die Zelle durchziehende Membransystem, das sich aus dem Endoplasmatischen Retikulum und dem 

45 Golgi-Apparat zusammensetzt, dient im wesentlichen dem Transport von Proteinen, insbesondere von cyto- 
plasmatisch hergestellten Proteinen, zum lytischen Kompartiment [Vakuole, Lysosomen] und zum extrazeiiu- 
laren Raum. 

Proteine, die uber das Endomembransystem transportiert werden, gelangen zunachst ins Endoplasmati- 
sche Retikulum. Das fur diesen Schritt notwendige Trans portsignal wird durch eine Signalsequenz am N-ter- 
50 minalen Ende des Molekuls reprasentiert, das sog. Signalpeptid. Dieses Signaipeptid wird, sobald es seine 
Funktion erfullt hat, proteolytisch vom Precursor-Protein abgespalten. Entsprechend seiner spezifischen Funk- 
tion wurde dieser Sequenz-Typ des Signal-Peptids im Verlaufe der Evolution bei alien lebenden Zellen in 
hohem Masse konserviert, unabhangig davon, ob es sich urn Bakterien, Hefen, Pilze, Tiere oder Pflanzen han- 
delt. 

55 Ein weiterer Sortierschritt fmdet schliesslich im Golgi-Apparat statt, wo die Trennung der fur das lytische 

Kompartiment [Vakuole, Lysosomen] und der fur die Sekretion in den extrazeiiularen Raum bestimmten Pro- 
teine stattfindet Bei Untersuchungen an Hefen und Tieren hat man gefunden, dass Proteine, die kein zusatz- 
liches Signal enthalten, offenbar automatisch in den extrazeiiularen Raum sezerniert werden, wahrend 

2 
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Proteine, die ein solches zusatzliches Sortiersignal enthalten, in das lytische Kompartiment ausgeschleustwer- 
den. 

Dieses Sortiersignal kann dabei ganz unterschiedlicher Natur sein. Bei den bisher untersuchten Tieren, 
beispielsweise, handelt es sich in der Regel urn eine spezrfische Modifikation innerhalb der Glykankette von 

5 Glyko proteinen, und zwar um eine Mannose-6-phosphat-Gruppe. Diese Gruppe wird von einem spezifischen 
Mannose-6-phosphat-Rezeptor erkannt, was dazu fiihrt, dass die entsprechenden Proteine in spezifischen 
Vesikeln aus dem Golgiapparat freigesetzt und zu den Lysosomen transportiert werden. Dabei istes aber bis- 
her nicht geiungen, diejenige Polypeptidsequenz zu ermineln, welche den Anstoss fur die Phosphorylierung 
einer Mannose-Gruppe an der Glykanseitenkette gibt. 

10 In Hefen handelt es sich bei dem entsprechenden Sortirsignal fur das lytische Kompartiment nicht um eine 

Glykankette, sondern um eine Aminosaure-Sequenz, die nach Abspaltung des Signalpeptids den N-Terminus 
des Proteins bildet. Dieses N-tenminale Targeting'-Signal fur die Vakuole wird im allgemeinen in der Vakuoie 
selbst mit Hilfe der Proteinase A abgespalten. Oft wird das in die Vakuoie transportierte Protein erst durch diese 
Abspaltung des Targeting-Signals zu einem katalytisch aktiven Enzym. 

15 Bei Pflanzen ist die Frage nach dem fur die Einschleusung von Proteinen in die Vakuoie verantwort- 

lichen 'Targeting -Signal deshalb besonders interessant, -insbesondere unter anwendungsortientierten 
Gesichtspunkten-, weil die Vakuoie nicht nur das lytische Komparitment der Pflanzenzelle darstellt sondem 
auch dasgrosste Speicher-KompartimentfurReservestoffe, Entgiftungsprodukte und Abwehrstoffe bildet [Boi- 
ler und Wiemken (1986)]. 

20 Es ware daher von grossem Vorteil, wenn es glange, Proteine, die im Zusammenhang mit einer Verbes- 

serung des Nahrstoffgehaltes der Pfianze stehen, gezielt in die Vakuoie zu dirigiert und dort abzuspeichern, 
da es sich hierbei um das mit Abstand geraumigste Kompartiment der pflanzlichen Zellefur geloste Substanzen 
handelt. Die wichtigsten Speicher-Proteine von Knollen, Zwiebeln, Wurzeln und Stengeln beispielsweise, befin- 
den sich in den Vakuoien der diese Organe aufbauenden Zellen [Boiler und Wiemke (1986)]. Ferner sind die 

25 Speicher-Proteine der meisten Samen in sog. 'Protein bodies' lokalisiert, spezialisierten Vakuoien, fur die die 
gleichen Targeting-Signale gelten diirften wie fur die Vakuoien der vegetativen Organe. 

Ahnliche Oberlegungen gelten auch fur Substanzen, die bei der Bekampfung von Schadlingen oder Krank- 
heiten eingesetzt werden konnen, insbesondere dann, wenn sich diese Substanzen als toxisch fur die Pfianze 
selbst erweisen. Es ist daher vorteilhaft auch diese Substanzen in der pflanzlichen Vakuoie zu deponieren. 

30 Schliesslich dient die Vakuoie in bestimmten Fallen auch als Entgiftungsorgan, indem sie z.B. die von der 
Pfianze synthetisierten Entgiftungsprodukte speichert [Boiler und Wiemke (1986)]. Es wird daher angestrebt, 
Entgiftungs-Enzyme ebenfalls gezielt in die Vakuoie einzuschieusen. 

Das genau umgekehrte Problem stellt sich dagegen beispielsweise beim Befall von Kulturpflanzen mit 
bestimmten Pilzpathogenen. Diese infizieren ihre Wirtspfianze, indem sie ihr Mycei uber die interzellularen 

35 Raume der Pfianze vorantreiben. Da die fur die Bekampfung dieser Pathogene einsetzbaren Chitinasen und 
Glucanasen sehr oft vakuolar voriiegen, ist deren Bioverfugbarkeit im interzellularraum naturgemass nur 
gering. In diesem Falle ware es daher wunschenswert, wenn man in der Lage ware, diese Proteine gezielt in 
das extrazellulare Kompartiment auszuschleusen, um so die Bioverfugbarkeit dieser Substanzen im Interzel- 
lularraum zu erhohen und auf diese Weise eine wirksame Bekampfung des Pilzpathogens zu ermoglichen. 

40 Eine Sekretion in den extrazellularen Raum ist auch dann von Vorteil, wenn man beabsichtigt bestimmte 

Substanzen unter Verwendung von Zellkulturen herzustellen. In diesem Fall konnen die eingeschleusten 
Fremdproteine, da sie in den Extrazellularraum sezerniert werden, sehr einfach aus dem umgebenden Medium 
isoliert werden. Das bei intrazellularer Produktion notwendige Aufbrechen der Zellen kann unterbieiben. 
Bisher ist es jedoch nicht geiungen ein solches Targeting '-Signal fur die Pfianze n-Vakuole zu identifizieren 

45 oder gar zu isolieren. 

Tague und Chrispeeis (1987) haben, ausgehend von der Annahme, dass in Pflanzen ein vergleichbares 
N-terminales Targeting'-Signal fur die Einschleusung von Proteinen in die Vakuoie verwirklicht sein konnte wie 
bei den Hefen, verschiedene Teile des Phytohemagglutinin-Molekuls aus Erbsen mit einem Reportergen ver- 
knupft und in Hefen getestet. Dabei stellte sich heraus, dass im Hefewirt auch im Falle des Phytohemagglutinins 

so der N-terminale Teil des Moiekuls als Targeting'-Signal fur die Vakuoie fungiert. 

Ein weiteres Vakuolenprotein, die basische p- 1 ,3-Giucanase, wird mit einer C-tetminalen Extension syst- 
hetisiert, die im Verlaufe der Reifung des Moiekuls verloren geht. Das gleiche gilt auch fur die Lectine aus Reis, 
Gerste und Weizen (Weizenkeimagglutinin). Die Funktion dieser Extension war bisher unbekannt 

Da ein Vergleich der C-Termini verschiedener Proteine aus der Vakuoie bisher keine offensichtiichen 

55 Homologien in diesem Bereich erkennen liess, wurde bisher die Hypothese favorisiert, dass ahnlich den Hefen 
auch bei Pflanzen die entscheidende Signal-wirkung vom N-Terminus dieser Vakuoien proteine ausgeht. 

Eine der wesentlichen Aufgaben, die es im Rahmen dieser Erfindung zu losen gait, bestand somit darin, 
ein Peptidfragment [Targeting'-Sequenz], welches fur die gezielte Einschleusung eines assoziierten Protein- 
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molekuls in die Vakuole der pfianzlichen Zelle verantwortlich ist, sowie die fur besagtes Peptidfragment kodie- 
rende DNA Sequent zu identifizieren und zu isolieren. 

Diese Aufgabe konnte jetzt im Rahmen der vorliegenden Erfindung unter Anwendung z.T. bekannter Ver- 
fahrensmassnahmen uberraschenderweise gelost werden. 
5 Im einzelnen betrifft die vorliegende Erfindung ein kurzes Peptidfragment, welches fur die gezielte Ein- 

schleusung [Targeting'] eines beliebigen, assoziierten Proteinmolekuls in die pfianzliche Vakuole verantwort- 
lich ist sowie die besagtes Peptidfragment kodierende DNA. Bei besagtem assoziiertem Proteinmolekul kann 
es sich dabei urn ein Protein homologen oder heterologen Ursprungs handeln, in Bezug auf die verwen- 
dete Targeting-Sequenz. 

10 Bevorzugt ist ein kurzes Peptidfragment, das aus der C-terminaien Region eines naturlicherweise vakuolar 

vorliegenden Proteinmolekuls erhaitiich ist und das in Assoziation miteinem beliebigen Proteinmolekul zu des- 
sen zielgerichteter Einschleusung in die Vakuole fuhrt. Ebenfalls bevorzugt ist eine besagtes Peptidfragment 
kodierende DNA, die entsprechend aus der 3'-termina!en Region des korrespondierenden Gens erhaitiich ist, 
welches fur das naturlicherweise vakuolar vorliegende Proteinmolekul kodiert. 

is Besonders bevorzugt ist ein kurzes Peptidfragment, das aus der C-terminalen Region eines naturlicher- 

weise vakuolar vorliegenden Chitinasemolekuls erhaitiich ist und das in Assoziation mit einem beliebigen Pro- 
teinmolekul zu dessen zielgerichteter Einschleusung in die Vakuole fuhrt sowie die besagtes Peptidfragment 
kodierende DNA, die entsprechend aus der 3 r -terminalen Region eines pfianzlichen Chitinasegens erhaitiich 
ist 

20 Ganz besonders bevorzugt ist ein Peptidfragment, das als 'Targeting'-Signal fur die pfianzliche Vakuole 

fungiert und das die folgende, in SEQ ID NO: 1 und 2 wiedergegebene Aminosauresequenz aufweist: 

Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

25 sowie die besagtes Peptidfragment kodierenden DNA-Sequenzen der in SEQ ID NO: 1 wiedergegebenen, all- 
gemeinen Formel 

CGN/AGR TCN/AGW TTY GGN AAY GGN CTN/TTR TTR/CTN GTN GAY 
50 ACN ATG TA A 

worm 

N A oder G oder C oder T/U; 
35 RGoderA; 

W A oder T/U; und 

Y T/U oder C bedeuten. 

Bevorzugt sind dabei diejenigen DNASequenzen, die in der Mehrzahl die von der Pflanze bevorzugt ver- 
wendeten Kodons aufweisen. 
40 Besonders bevorzugt ist eine DNA-Sequenz, die in einer im wesentlichen reinen Form voriiegt, und die 

beispielsweise aus dem 3'-termina!en Ende [C-terminale Extension] eines basischen Chitinasegens von Nico- 
tiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen erhaitiich ist und im wesentlichen die folgende, in SEQ ID NO: 2 
wiedergegebene DNA-Sequenz aufweist: 

AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

45 

Weiterhin bevorzugt ist eine DNA-Sequenz, die in einer im wesentlichen reinen Form voriiegt, und die bei- 
spielsweise aus dem 3'-terminalen Ende [C-terminale Extension] eines basischen Glucanasegens von Mco- 
tiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen erhaitiich ist und im wesentlichen die folgende, in SEQ ID NO: 12 
50 wiedergegebene DNA-Sequenz aufweist: 

GTC TCT GOT GGA GTT TGG GAC AGT TCA GTT GAA ACT AAT GCT ACT 
GCT TCT CTC GTA AGT GAG ATG TGA 

55 

Das durch besagte DNA-Sequenz kodierte Peptidfragment, welches als Targeting'-Signal fur die pfianz- 
liche Vakuole fungiert und die folgende, in SEQ ID NO: 1 2 wiedergegebene Aminosauresequenz aufweist, bil- 
det ebenfalls einen Bestandteil der vorliegenden Erfindung: 
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Val Ser Gly Gly Val Trp Asp Ser Ser Val Glu Thr Asn Ala Thr 
Ala Ser Leu Val Ser Glu Met 

5 Ebenso umfasst sind alie Derivate der oben naher bezeichneten DNA-Sequenzen, die diesen im wesent- 

lichen homolog sind und noch die erfindungswesentlichen Eigenschaften aufweisen, d.h., die ein C-terminales 
Peptid kodieren, das als Targeting-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert. 

lm Rahmen dieser Erfindung ist eine DNA Sequenz einer zweiten DNA Sequenz dann im wesentlichen 
homolog, wenn wenigstens 60%, vorzugsweise wenigstens 80% und ganz besonders bevorzugt wenigstens 
10 90% der aktiven Abschnitte der DNA Sequenzen einander homolog sind. 

Bei besagten Derivaten der erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kann es sich um naturticherweise vor- 
kommende Varianten oder Mutanten handeln Oder aber insbesondere um solche, die gezielt mit Hilfe bekannter 
Mutationsverfahren herstellbar sind. 

Unter einer Mutation soilen dabei sowohl die Deletion bzw. Insertion von einer oder mehreren Basen als 
15 auch ein Austausch von einer oder mehreren Basen oder aber eine Kombination dieser Massnahmen verstan- 
den werden. Dies gilt insbesondere dann, wenn besagte Basensubstitution mit einer stillen Mutation einher- 
geht, die keinen Aminosaureaustausch zur Folge hat. 

Beispiele solcher Mutanten, die ebenfalls ein Bestandtei! der vorliegenden Erfindung sind, werden durch die 
im foigenden aufgelisteten und in SEQ ID NO: 3 bis 7 wiedergegebenen DNA-Sequenzen reprasentiert. Diese 
20 Mutanten sind mittels Oligonukleotid-vermittelter Mutagenese aus den in SEQ ID NO: 1 und 2 wiedergegebe- 
nen Stammsequenzen herstellbar und kodieren Peptid-Fragmente, die noch die gleichen 'Targeting'-Eigen- 
schaften aufweisen wie die durch besagte Stammsequenzen kodierten Fragmente: 



25 (a) GGA AAA GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

(b) GGA AAT GGA CTT TTA GTC AAT ACT ATG TAA 

(c) GGA AAT GGA CTT TTA GTC CGT ACT ATG TAA 

(d) A GAT CTT TTG GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

30 

(e) ATC GGT GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 



Die leerstellen der Sequenzen (a) bis (c) betreffen denjenigen Bereich der mutierten Targeting'-Seqeunz, 
35 der keine Unterschiede gegenuber der Ausgangssequenz aufweist. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Peptid-Fragmente, die von den oben genannten 
DNA-Sequenzen kodiert werden und die noch die gleichen Targeting'-Eigenschaften aufweisen wie die natur- 
licherweise vorliegenden, unmodifizierten Peptid-Fragmente, die durch besagte Stammsequenzen gemass 
SEQ ID NO: 1 und 2 kodiert werden. 
40 Besonders bevorzugt sind Peptid-Fragmente, die als Targeting'-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungie- 

ren und die foigenden, in SEQ ID NO: 3 bis 7 wiedergegebenen Aminosauresequenzen aufweisen: 



(a) Gly Lys Asp Leu Leu Val Asp Thr Met End 

(b) Gly Asn Gly Leu Leu Val Asn Thr Met End 

(c) Gly Asn Gly Leu Leu Val Arg Thr Met End 

(d) Asp Leu Leu Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 

(e) lie Gly Asp Leu Leu Val Asp Thr Met End 



Die Leerstellen der Sequenzen (a) bis (c) betreffen denjenigen Bereich der mutierten Targeting'-Seqeunz, 
der keine Unterschiede gegenuber der Ausgangssequenz aufweist. 

Diese beispielhafte Aufzahlung ist in keiner Weise einschrankend, sondern sie dient lediglich dazu zu 
55 demonstrieren, dass Varianten der oben als bevorzugt genannten Sequenzen sehr einfach durch den Fach- 
mann herstellbar sind, ohne dass dadurch die erfindungswesentliche Eigenschaft dieser Sequenzen verloren 
geht. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Fragmente oder Teilsequenzen, die aus den oben 
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naher bezeichneten DNA Sequenzen oder aus Derivaten dieser DNA Sequenzen erhaltlich sind und die noch 
die spezrfischen Eigenschaften der Ausgangssequenzen aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind DNA-Fragmente, die aus der erfindungsgemassen 
DNA-Sequenz gemass SEQ ID NO: 2 erhaltlich sind und im wesentlichen die folgenden, in SEQ ID NO: 8 und 
5 9 wiedergegebenen Nukleotid-Sequenzen aufweisen: 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

10 

Die oben wiedergegebenen DNA-Sequenzen kodieren Peptidfagmente, die als Targeting'-Signal fur die 
pflanzliche Vakuole fungieren und die folgende, in SEQ ID NO: 8 und 9 wiedergegebene Aminosaure-Seque- 
naufweisen: 

15 

Leu Leu Val Asp Thr Met End 
Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 

20 Die genannten Peptidfragmente sind somit ebenfalls ein Bestandteii der vorliegenden Erfindung. 

Einen weitereren Gegenstand voriiegender Erfindunung bilden rekombinante DNA Molekule, die eine chi- 
mare genetische Konstruktion enthalten, worin eine beliebige, exprimierbare DNA mit einer der erfindungsge- 
massen DNA-Sequenzen sowie mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen und gegebenfails 
weiteren kodierenden und/oder nicht-kodierenden Sequenzen der 3'- und/oder 5'-Region operabel verknupft 

25 ist, sodass bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt eine gezieite Einschleusung des Expressionsproduk- 
tes in die pflanzliche Vakuole erfolgt. 

Dabei ist es vorteilhaft, wenn die exptimierbare DNA in der 5'-terminalen Region eine Sequenz enthaltoder 
aber mit einer solchen Sequenz verknupft wird, die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-termi- 
nales Signalpeptid kodiert. Daruberhinaus konnen weitere Sequenzabschnitte im DNA Molekul voriiegen, wel- 

30 che fur Peptidfragemente kodieren, die insgesamt dazu beitragen, die Kompetenz fur eine Aufnahme in die 
Vakuole zu verbessern wie beispielsweise das von Matsuoka K und Nakamura K in der N-terminalen Extension 
des Sporamin aufgefundene Propeptidfragment [Matsuoka K und Nakamura K (1991)]. 

Weiterhin umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Klonierungs-, Transformations-und Expressions- 
vektoren, die besagtes erfindungsgemasses rekombinantens DNA-Molekul enthalten sowie die mit besagten 

35 Vektoren transformierten Wirtsorganismen. 

Einen weiteren Gegenstand dieser Erfindung bilden sog. 'Shuttle'-Vektoren oder binare Vektoren, die 
besagtes erfindungsgemasses rekombinantens DNA-Molekul enthalten und die in der Lage sind sowohl in E. 
coli als auch in A tumefaciens stabil zu replizieren. 

Unter den Wirtsorganismen sind insbesondere pflanzliche Wirte ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 

40 aus pflanzlichen Protoplasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Zygoten, Embryonen, Pollen und/oder Samen 
bevorzugt sowie insbesondere auch ganze, vorzugsweise fertile Pflanzen, die mit besagter rekombinanter DNA 
transformiert sind. Ganze Pflanzen konnen dabei entweder direkt als solche mit dem erfindungsgemassen, 
rekombinanten DNA Molekul transformiert oder aber aus zuvor transformierten Protoplasten, Zellen und/oder 
Geweben via Regeneration gewonnen werden. 

45 Ganz besonders bevorzugt sind transgene Pflanzen, insbesondere aber transgene fertile Pflanzen, die 

eines der erfindungsgemassen Konstrukte enthalten und bei denen das exprimierte Genprodukt, wie 
gewunscht, in der Vakuole voriiegt. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung istjegliches Vermehrungsgut einer transgenen Pflanze, 
wobei besagte transgene Pflanze entweder durch direkte Transformation mit einem der erfindungsgemassen, 

so rekombinanten DNA Molekule entstanden sein kann oder aber aus zuvor transformierten Protoplasten, Zellen, 
Kalli, Geweben, Organen, Zygoten, Embryonen, Pollen und/oder Samen via Regeneration gewonnen wird, 
ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 

Unter Vermehrungsgut soli im Rahmen dieser Erfindung jegliches pflanzliche Material verstanden werden, 
das sich sexuell oderasexuell oder aber in vitro oder in vivo vermehren lasst, wobei Protoplasten, Zellen, Kalli, 

55 Gewebe, Organe, Eizellen, Zygoten, Embryonen, Pollen oder Samen, die von einer erfindungsgemassen trans- 
genen Pflanze erhalten werden konnen, bevorzugt sind. Einen weiteren Gegenstand dieser Erfindung bildet 
die Nachkommenschaft besagter Pflanzen, sowie Mutanten und Varianten davon, einschiiesslich derjenigen, 
die sich von Pflanzen ableiten, welche durch somatische Zeilfusion, genetische Modifikation oder Mutanten- 
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selektion erhalten werden. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung betreffen Verfahren 

(a) zur Herstellung einer der erfindungsgemassen DNA-Sequenzen; 

(b) zur Herstellung der erfindungsgemassen rekombinanten DNA-Molekuie, welche die obige erflndungs- 
5 gemasse DNA-Sequenz in operabler Verknupfung mit einer beiiebigen, exprimierbaren DNA Sequenz ent- 
halten, wobei besagte DNA-Sequenz vorzugsweise unter der reguiatorischen Konstrolle pflanzlicher 
Expressionssignale steht; 

(c) zur Herstellung von Klonierungs-, Transformations- und/oder Expressionsvektoren, welche besagtes 
erfindungsgemasses rekomb in antes DNA-Molekul enthalten; 

10 (d) zur Herstellung transformierter Wirtsorganismen, insbesondere pflanzlicher Wirte ausgewahlt aus der 

Gruppe bestehend aus pfianzlichen Protoplasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Zygoten, Embryonen, 
Pollen und/oder Samen sowie insbesondere auch ganze, vorzugsweise fertile Pfianzen; 
(e) zur Herstellung von Vermehrungsgutausgehend von transformiertem Pflanzen-material, insbesondere 
aber zur Herstellung von sexueiler und asexueller Nachkommenschaft. 

15 Ebenfalls umfasst von dieser Erfindung ist ein Verfahren zur zielgerichteten Einschleusung von Expres- 

sionsprodukten in die pflanzliche Vakuole, das im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) zunachst die fur eine gezielte Einschleusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz aus einer 
geeigneten Quelle isoliert oder diese mit Hilfe bekannter Verfahren synthetisiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3'-terminale Ende einer beiiebigen exppimierbaren DNA-Sequenz ope- 
20 rabel inseriert; 

(c) das fertige Konstrukt in einen Pflanzenexpressionsvektor unter die Kontrolle von in Pfianzen aktiven 
Expressionssignalen einkloniert; und 

(d) besagten Express ionsvektor in einen pfianzlichen Wirttransformiert und dort exprimiert. 

Dabei ist es vorteilhaft, wenn die exprimierbare DNA in der 5'-terminaien Region eine Sequenz enthait oder 
25 aber mit einer solchen Sequenz operabel verknupft wird, die fur ein in der pfianzlichen Zelle funktionsfahrges, 
N-terminales Signalpeptid kodiert. Daruberhinaus konnen weitere Sequenzabschnitte im DNA Molekui vortie- 
gen, welche fur Peptidfragemente kodieren, die insgesamtdazu beitragen, die Kompetenz fur eine Aufnahme 
in die Vakuole zu verbessern wie beispieisweise das von Matsuoka K und Nakamura K in der N-terminalen 
Extension des Sporamin aufgefundene Propeptidfragment [Matsuoka K und Nakamura K (1991)]. 
30 Im Veriaufe der im Rahmen dieser Erfindung durchgefuhrten Untersuchungen hat es sich gezeigt, dass 

Proteine, die naturlicherweise eine der erfindungsgemassen Targeting'-Sequenzen enthalten und die daher 
normalerweise in die Vakuole eingeschleust werden, bei Verlust der erfindungsgemassen Signalsequenz in 
den extrazellulSren Raum sezerniert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrrfft daher ein Verfahren zur Ausschleusung von 
35 Proteinen, die naturlicherweise eine Targeting'-Sequenz enthalten und die daher normalerweise in eines der 
zellularen Kompartimente, insbesondere aber in die Vakuole, eingeschleust werden, in den Extrazellularraum 
der Pflanze, das im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) eine fur ein solches Protein, insbesondere aber fur eine Vakuol en-Protein, kodierende DNA-Sequenz 

isoliert; 

40 (b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting'-Sequenz 

am C-terminalen Ende aus dem offenen Leseraster entfernt, z.B. durch Einfugen eines Stopp-Kodons 
unmittelbar vor der C-terminalen Extension oder durch Entfemen der C-terminalen Extension; 

(c) besagte mutierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einspleisst; und 

(d) das fertige Konstrukt in einen pfianzlichen Wirt transformiert. 

45 

Pef initio nen 

In derfolgenden Beschreibung werden eine Reihe von Ausdrucken verwendet, die in der rekombinanten 
DNATechnologie, sowie in der Pflanzengenetikgebrauchlich sind. Um ein Wares und einheitliches Verstandnis 
so der Beschreibung und der Anspruche sowie des Umfangs, der den besagten Ausdrucken zukommen soil, zu 
gewahrleisten, werden die folgenden Definitionen aufgestellt 

Pflanzliches Material: In Kultur oder als solches lebensfahige pflanzliche Teile wie Protoplasten, Zellen, 
Kallus, Gewebe, Embryonen, Pflanzenorgane, Knospen, Samen, u.a. sowie ganze Pfianzen. 

Pflanzenzelle: Strukturelle und physioiogische Ein he it der Pflanze, bestehend aus einem Protoplasten und 
55 einer Zellwand. 

Protoplast: Aus Pflanzenzellen oder -geweben isolierte zellwandlose "nackte" Pflanzenzelle mit der 
Potenz, zu einem Zellklon oder einer ganzen Pflanze zu regenerieren. 

Pfianzen pewebe: Gruppe von Pflanzenzellen, die in Form einer strukturellen und funktionellen Einheit 
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organisiert sind. 

Pflanzenorgan: Strukturelle und funktioneile Einheit aus mehreren Geweben, wie beispielsweise Wurzel, 
Stamm, Blatt Oder Embryo. 

Heterologe(s) Gen(e) oder DNA; Eine DNA Sequenz, die ein spezifisches Produkt oder Produkte kodiert 
5 oder eine biologische Funktion erfullt und die von einer anderen Spezies stammt als derjenigen, in welche das 
besagte Gen eingeschleust wird; besagte DNA Sequenz wird auch als Fremdgen oder Fremd-DNA bezeichnet. 

Homologe(s) Gen(e) oder DNA: Eine DNA Sequenz, die ein spezifisches Produkt oder Produkte kodiert 
oder eine biologische Funktion erfullt und die aus der gleichen Spezies stammt, in welche das besagte Gen 
eingeschleust wird. 

10 Synthetische(s) Gen(e) oder DNA: Eine DNA-Sequenz, die ein spezifisches Produkt oder Produkte kodiert 

oder eine biologische Funktion erfullt und die auf synthetischem Wege hergestellt sind. 

Pfanzen-Promotor: Eine Kontrollsequenz der DNA Expression, die die Transkription jeder beliebigen 
homologen oder heterologen DNA Gensequenz in einer Pflanze gewahrieistet, sofem besagte Gensequenz 
in operabler Weise mit einem solchen Promotor verknupft ist. 
15 Terminations-Sequenz: DNA-Sequenz am Ende einer Transkriptions-Einheit, die das Ende des Transkrip- 

tionsvorganges signalisiert. 

Ueberproduzierender Pflanzen-Pro motor (OPP): Pflanzen-Promotor, der in der Lage ist, in einer transge- 
nen Pflanzenzelle die Expression einer jeden in operabler Weise verknupften funktionalen Gensequenz(en) in 
einem Ausmass (gemessen in Form der RNA oder der Polypeptidmenge) zu bewirken, das deutiich hSher liegt, 
20 als dies naturiicherweise in Wirtszellen, die nicht mit besagtem OPP transformiert sind, beobachtet wird. 

375' nicht-translatierte Region: Stromabwarts/stromaufwarts der kodierenden Region gelegene DNA-Ab- 
schnitte, die zwar in mRNA transkribiert, nicht aber in ein Poiypeptid ubersetzt werden. Diese Region enthalt 
regulatorische Sequenzen, wie z.B. die Ribosomenbindungsstelle (5') oder das Polyadenylierungssignal (3'). 
DNA-Klonierungsvektor: Klonierungs-Vehikel, wie z.B. ein Plasmid oder ein Bakteriophage, das alle Si- 
25 gnal-Sequenzen enthalt, die fur die Klonierung einer inserierten DNA in einer geeigneten Wirtszelle notwendig 
sind. 

DNA-Expressions-Vektor: Klonierungs-Vehikel, wie z.B. ein Plasmid oder ein Bakteriophage, das alle Si- 
gnal-Sequenzen enthalt, die fur die Expression einer inserierten DNA in einer geeigneten Wirtszelle notwendig 
sind. 

30 DNA-Transfer-Vektor: Transfer-Vehikel, wie z.B. ein Ti-Plasmid oder ein Virus, das die Einschleusung von 

genetischem Material in eine geeignete Wirtszelle ermogiicht 

Mutanten, Varianten transgener Pflanzen: Spontan oder aber artifiziell, unter Anwendung bekannter Ver- 
fahrensmassnahmen, wie z.B. UV-Behandlung, Behandlung mit mutagenen Agentien etc. entstandener 
Abkommiing einer transgenen Pflanze, der noch die erfindungswesentiichen Merkmale und Eigenschaften der 

35 Ausgangspflanze aufweist 

Im wesentliche reine DNA Sequenz: Eine DNA Sequenz, die in im wesentiichen reiner Form aus einer 
naturiichen oder nicht-naturiichen Quelle isoliertwird. Einesolche Sequenz kann in einem naturiichen System 
voriiegen, wie beispielweise in Bakterien, Viren oder in pfianzlichen oder tierischen Zelien oder sie kann alte- 
mativ dazu in Form synthetischer DNA oder von cDNA zur Verfugung gestelit werden. 

40 lm wesentiichen reine DNA wird in der Regel in Form eines Vektors isoiiert, welcher die besagte DNA als Insert 
enthalt Im wesentiichen rein heisst, dass andere DNA Sequenzen nur in vernachlassigbarem Umfang voriie- 
gen und beispielsweise weniger als 5%, vorzugsweise weniger als 1% und ganz besonders bevorzugt weniger 
als 0.1% ausmachen. Soiche Sequenzen und die diese Sequenzen enthaltenden Vektoren liegen im allgemei- 
nen in wassriger Losung vor und zwar in einer Pufferlosung oder in einem der ublicherweise verwendeten Kul- 

45 turmedien. 

Im Rahmen der voriiegenden Erfindung konnte erstmals eine konkrete DNA-Sequenz identifiziert und iso- 
iiert werden, die ein kurzes Peptidfragment kodiert, das fur die gezieite Einschleusung eines beliebigen, asso- 
ziierten Genproduktes in die pflanzliche Vakuole verantwortlich ist. Als Ausgangsmateria! fur die Isolierung 
besagtererfindungsgemasser DNA-Sequenz besonders geeignetsind cDNA und/odergenomische DNA Klone 
so von naturiicherweise vakuoiar voriiegenden Proteinen, wie z.B. ein pflanzlicher Chitinase-oder Glucanaseklon. 

Die voriiegende Erfindung betrifft daher in erster Linie eine neue, im wesentiichen reine DNA Sequenz, 
welche aus der 3'-terminalen Region eines Gens erhaltlich ist, das fur ein naturiicherweise vakuoiar voriiegen- 
des Protein kodiert, und die in operabler Verknupfung mit einer beliebigen, exprimierbaren DNAzu einem Gen- 
produkt fuhrt, das gezielt in die pflanzliche Vakuole eingeschleust wird, sowie Mutanten und Varianten davon. 
55 Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist dabei eine DNA Sequenz, die aus der 3'-tenminaIen 

Region eines pfianzlichen Chitinasegens erhaltlich ist. Ebenfalls bevorzugt ist eine DNA-Sequenz, die aus der 
3'-terminalen Region eines pfianzlichen Glucanasegens erhaltlich ist 

Bei der Isolierung eines geeigneten Gens, insbesondere aber eines geeigneten Chitinase-oder Glucana- 
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segens, als Quelle fur die erfindungsgemasse DNA Sequenz, geht man vorzugsweise von genomischen Oder 
cDNA Genbibliotheken aus, die nach gangigen, dem Fachman auf diesem Gebiet bestens bekannten Routi- 
neverfahren hergestellt werden konnen. Die grundsatzlichen Verfahren zur Herstellung von genomischen oder 
cDNA Genbibliotheken sind beispielsweise bei Maniatis et a/ (1982) im Detail beschrieben, wahrend Angaben 

5 zur Umsetzung und Anwendung dieser Verfahren auf pflanzliche Systeme z.B. der Referenz von Mohnen 
(1985) entnommen werden konnen. 

Genomische DNA sowie cDNA kann auf unterschiedliche Weise gewonnen werden. Genomische DNA bei- 
spielsweise kann mit Hilfe bekannter Verfahren aus geeigneten Zellen extrahiert und gereinigt werden. 

In einerspezifischen Ausfuhrungsform dervorliegenden Erfindung geht man bei der Herstellung von cDNA 

10 in der Regel von mRNA aus, die aus ausgesuchten Zellen oder Geweben isoliert werden kann, insbesondere 
aber aus Zellen oder Geweben die bekanntermassen hohe Konzentrationen an naturiicherweise vakuolar vor- 
liegenden Proteien, insbesondere aber hohe Chitinase- bzw. Glucanasekonzentrationen, aufweisen. Die iso- 
lierte mRNA kann dann im Rahmen einer reversen Transkription als Matritze fur die Herstellung einer 
korrespondierenden cDNA verwendet werden. 

15 Erfindungsgemass besonders bevorzugt als Aus gang smate rial fur die Herstellung von cDNA sind pflanz- 

liche Zellen oder Gewebe oder sonstiges geeignetes Pflanzenmaterial, das zuvor mit Hilfe geeigneter Mass- 
nahmen zur Produktion hoher Chitinase- bzw. Glucanasespiegel angeregt wurde. Dies lasst sich 
beispielsweise dadruch erreichen, dass man kultivierte Zeilen oder Gewebe oder sonstiges geeignetes Pflan- 
zenmaterial auf ein Hormon-freies Medium uberimpft und dort iiber einen geeigneten Zeitraum hinweg kultiviert, 

20 der fur die Induktion hoher Chitinase- bzw. Glucanasespiegel ausreichend ist. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein Basismedium, das die von Linsmaier und Skoog 
(1965) vorgeschlagene Salz- und Thiamin-HCI Konzentration aufweist (LS-Medium). 

Die Verfahren zur Isolierung von Poly (A + ) RNAund zur Herstellung von cDNAsind dem Fachrnann bekannt 
und werden in der Folge im Rahmen der Ausfuhrungsbeispiele im Detail beschrieben. 

25 Die extrahierten und gereinigten DNA Praparationen werden anschliessend fur die nachfolgende Klonie- 

rung in Fragmente zerlegt Die Fragmentierung derzu klonierenden genomischen DNA oder der cDNA auf eine 
fur die Insertion in einen Klonierungs-Vektor geeignete Grosse kann entweder durch mechanisches Scheren 
oder aber vorzugsweise durch Schneiden mit geeigneten Restriktionsenzymen erfolgen. Geeignete Klonie- 
rungsvektoren, die bereitsroutinemassigfurdie Herstellung von genomischen und/odercDNA Genbibliotheken 

30 verwendet werden umfassen beispielsweise Phagenvektoren, wie die X-Charon Phagen oder aber bakterielle 
Vektoren, wie das E. coli Plasmid pBR322. Weitere geeignete Klonierungsvektoren sind dem Fachrnann 
bekannt 

Aus den auf diese Weise hergestellten Genbibliotheken konnen dann im Rahmen eines Screening-Pro- 
grammes geeignete Klone, die das gewunschte Gen, wie beispielsweise ein Chitinase- oder ein Glucanasegen, 

35 oder Telle davon enthalten, z.B. mit Hilfe geeigneter Oligonukleotidproben (Probenmolekul) aufgespurt und 
anschliessend isoliert werden. Zum Aufspuren geeigneter Klone stehen verschiedene Methoden zur Verfugung 
wie z.B. die differentielle Koloniehybridisierung Oder die Plaquehybridisierung. Ebenso anwendbar sind immu- 
nologische Nachweismethoden, die auf einer Identifizierung der spezifischen Trans! ationsprodukte beruhen. 
Als Probenmolekul kann beispielsweise ein zuvor bereits isoliertes DNA Fragment aus dem gleichen Oder 

40 aber einem strukturell verwandten Gen verwendet werden, das in der Lage ist, mit dem korrespondierenden 
Sequenzabschnitt innerhalb des zu identrfizierenden, gewunschten Gens zu hybridisieren. 

Sofern die Aminosauresequenz des zu isolierenden Gens oder aber zumindest Teile dieser Sequenz 
bekannt sind, kann aufgrund dieser Sequenzinformation eine entsprechende korrespondierende DNA Sequenz 
entworfen werden. Da der genetische Kode bekanntlich degeneriert ist, konnen in der Mehrzahl der Falle fur 

45 ein und dieselbe Aminosaure verschiedene Kodons verwendet werden. Dies fuhrt dazu, dass, abgesehen von 
wenigen Ausnahmefallen, in der Regel eine bestimmte Aminosauresequenz von einer ganzen Reihe einander 
ahnlicher Oligonukleotide kodiert werden kann. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nur ein Mitglied aus dieser 
Reihe von Oligonukleotiden tatsachlich mit der entsprechenden Sequenz innerhalb des gesuchten Gens uber- 
einstimmt. Urn von vomeherein die Anzahl moglicher Oligonukleotide zu begrenzen kann beispielsweise auf 

so die von Lathe R et a! (1985) aufgestellten Regeln fur die Verwendung von Kodons zuruckgegriffen werden, 
welche die Haufigkeit, mit der ein bestimmtes Kodon in eukaryontischen Zellen tatsachlich verwendet wird, 
berucksichtigen. 

Aufgrund dieser Informationen iassen sich somit Oligonukleotidmoiekule entwerfen, die als Probenmole- 
kulefur die Identifizierung und Isolierung geeigneter Klone verwendet werden konnen, indem man besagte Pro- 
55 benmolekule in einem der zuvor beschriebenen Verfahren mit genomischer DNA oder cDNA hybridisiert. 

Urn die Nachweisbarkeit des gewunschten Gens, wie z.B. eines Chitinase- oder Glucanase-kodierenden 
Gens, zu erleichtem, kann das zuvor beschriebene DNA-Probenmoleku! mit einer geeigneten, leicht nachweis- 
baren Gruppe markiert werden. Unter einer nachweisbaren Gruppe soil im Rahmen dieser Erfindung jedes 
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Material verstanden werden, das eine bestimmte, leicht identifizierbare, physikalische Oder chemische Eigen- 
schaft aufweist. 

Solche Materialien finden insbesondere auf dem Gebiet der Immunoassays bereits eine breite Anwendung 
und sind in der Mehrzahl der Falle auch in der voriiegenden Anmeldung verwendbar. Insbesondere seien an 

5 dieser Stelle enzymatisch aktive Gruppierungen genannt, wie z.B. Enzyme, Enzymsubstrate, Coenzyme und 
Enzyminhibitoren, desweiteren fluoreszierende und iumineszierende Agentien, Chromophore sowie Radioiso- 
tope, wie z.B. 3 H, ^S, 32 P, 125 l und 14 C. Die leichte Nachweisbarkeit dieser Marker beruht einerseits auf ihren 
inharent vorhandenen physikalischen Eigenschaften (z.B. Fluoreszenzrnarker, Chromophore, Radioisotope), 
andererseits auf ihren Reaktions- und Bindungseigenschaften (z.B. Enzyme, Substrate, Coenzyme, Inhibito- 

10 ren). 

Weiterhin geeignet als Probenmolekul ist eine einzelstrangige cDNA, die sich von einer poly(A)+ RNA 
ableitet, welche ihrerseits aus einem zur Produktion hoher Chitinase- bzw. Glucanasespiege! induzierten 
Gewebe oder einer Zelle isoiiert wird. 

Allgemeine Verfahren betreffend Hybrid is ierung sind beispielsweise bei Maniatis T et al (1982) und bei 
15 Haymes BT et al (1 985) beschrieben. 

Dlejenigen Klone innerhaib der zuvor beschriebenen Genbibliotheken, die in der Lage sind mit einem Pro- 
benmolekul zu hybridiseren und die sich mit Hilfe eines der oben erwahnten Nachweisverfahren identifizieren 
lassen, konnen dann welter analysiert werden urn Ausmass und Natur der kodierenden Sequenz im einzelnen 
zu bestimmten. 

20 Ein alternatives Verfahren zur Klonierung von Genen, insbesondere aber von Chitinase-oder Glucanase- 

genen, beruht auf der Konstruktion einer Genbibliothek, die sich aus Express ionsvektoren aufbaut. Dabei wird 
in Analogie zu den zuvor bereits beschriebenen Verfahren zunachst genomische DNA, vorzugsweise aber 
cDNA, aus einer Zelle oder einem Gewebe isoiiert, das in der Lage ist ein gewiinschtes Genprodukt -im vor- 
iiegenden Fall Chitinase oder Glucanase- zu exprimieren und anschliessend in einen geeigneten Expressions- 

25 vektor eingespleisst. Die auf diese Weise hergestellten Genbibliotheken konnen dann mit Hilfe geeigneter 
Massnahmen, vorzugsweise unter Verwendung von Antikorpern, wie beispielsweise anti-Chitinase oder anti- 
Glucanase Antikorpern, gescreent und diejenigen Klone ausgelesen werden, die das gewunschte Gen oder 
aber zumindest einenen Teil dieses Gens als Insert enthalten. 

Mit Hilfe der zuvor beschriebenen Verfahren istes somitmoglich ein Gen, welches fur eine naturiicherweise 

50 vakuolar voiiiegendes Genprodukt kodiert, wie beispielsweise ein pflanziiches Chitinase- oder Glucanasegen, 
insbesondere aber ein basisches Chitinase-oder Glucanasegen aus Tabakpflanzen, zu isolieren, das in seiner 
C-terminalen Extension eine DNA-Sequenz besitzt, die in operabler Verknupfung mit einem beliebigen Struk- 
turgen zu einer gezielten Einschleusung des Genproduktes in die Vakuole des transformierten pflanzlichen 
Materials fuhrt. 

35 Zur weiteren Charakterisierung werden die auf die zuvor beschriebene Weise gereinigten und isolierten 

DNA Sequenzen einer Sequenzanalyse unterzogen. Dabei wird die zuvor isolierte DNA zunachst mit Hilfe geei- 
gneter Restriktionsenzyme in Fragmente zeriegt und anschliessend in geeignete Klonierungsvektoren, wie z.B. 
die M13 Vektoren mp1 8 und mp1 9 einkloniert. Die Sequenzierung wird in 5' -> 3' Richtung durchgefuhrt, wobei 
vorzugsweise die Dideoxynucleotid-Kettenterminationsmethode nach Sanger [Sanger et al, 1977] oder das 

40 Verfahrens nach Maxam and Gilbert [Maxam and Gilbert, 1980] 

Anwendung findet. Urn Fehler bei der Sequenzierung zu vermeiden ist es vorteilhaft, wenn man beide DNA 
Strange parallel sequenziert. Die Analyse der Nukleotid- und der korrespondierendenAminosauresequenz wird 
vorzugsweise Computer-unterstutzt, unter Verwendung einer geeigneten, kommerzieil erhaitlichen Computer- 
software [z.B. GCG Software der University of Wisconcin], durchgefuhrt. 

45 Aus den auf die zuvor beschriebene Weise hergestellten DNA Klonen, insbesondere aber aus Chitinase- 

oder Glucanaseklonen, konnen dann sehr einfach, unter Anwendung allgemein bekannter Verfahrensmass- 
nahmen, die erfindungsgemassen DNA Sequenzen isoiiert werden. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist eine DNA-Sequenz, die in einer im wesentlichen rei- 
nen Form voriiegt und die beispielsweise aus dem 3-terminaIen Ende [C-teiminale Extension] eines basischen 

so Chitinasegens von Nicotiana tabacum L c.v. Havana 425 Pfianzen erhaltiich ist, und im wesentlichen die fol- 
gende, in SEQ ID NO: 2 wiedergegebene DNA-Sequenz aufweist: 

AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

55 Die oben wiedergegebene DNA-Sequenz kodiert ein Peptidfragment, das in operabler Verknupfung mit ei- 

nem Proteinmolekul als Targeting -Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert und das die folgende, in SEQ ID 
NO: 2 wiedergegebene Aminosauresequenz aufweist: 
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Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

Das genannte Peptidfragment ist ebenfalls ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 
Weiterhin bevorzugt ist eine DNA-Sequenz, die in einer im wesentlichen reinen Form vorliegt und die bei- 
5 spielsweise aus dem 3'-terminalen Ende [C-terminale Extension] eines basischen Glucanasegens von Nico- 
tiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen erhaltlich ist, und im wesentlichen die folgende, in SEQ ID NO: 12 
wiedergegebene DNA-Sequenz aufweist: 

io GTC TCT GGT GGA GTT TGG GAC AGT TCA GTT GAA ACT AAT GCT ACT 
GCT TCT CTC GTA AGT GAG ATG TGA 

Das durch besagte DNA-Sequenz kodierte Peptidfragment, das in operabier Verknupfung mit einer expri- 
15 mierbaren DNA als Targeting'-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert, weist die folgende, in SEQ ID NO: 
12 wiedergegebene Aminosauresequenz auf und bildet ebenfalls einen Bestandteil der vorliegenden Erfin- 
dung: 

Val Ser Gly Gly Val Tip Asp Ser Ser Val Glu Thr Asn Ala Thr 
20 Ala Ser Leu Val Ser Giu Met 

Es versteht sich von selbst, dass diese nunmehr in ihrer Basenabfolge bekannten, erfindungsgemassen 
DNA-Seqeuenzen nicht jedesmal wieder neu aus einem geeigneten Chitinase- bzw. Glucanasegen isoliert wer- 
25 den mussen, sondern dass diese selbstverstandlich jederzeit sehr einfach mit Hilfe bekannter chemischer Ver- 
fahren synthetisch hergestelit werden konnen. Geeignete Verfahren zur Synthese kurzer DNA Oligonukleotide, 
wie z.B. die Phosphotriester- oder die Phosphitmethode sind dem Fachman bekannt. Heute sind die Oligonuo 
leotidsynthesen zum grosstenteil mechanisiert und automatisiert, sodass kurze DNA-Fragmente innerhalb kur- 
zer Zeit herstelibar sind. 

30 DasgleichegiltauchfurdieausderBasensequenzunmittelbarableitbarenAminosauresequenzenderkor- 
respondierenden Targeting'-Peptide. 

Durch Deletion, Insertion oder Austausch einer oder mehrerer Basenpaare in der oben genannten, erfin- 
dungsgemassen DNA-Sequenz konnen daher sehr einfach Varianten oder Mutanten dieser Sequenzen her- 
gestelit und auf ihre Tauglichkeit als Targeting'-Sequenz iiberpruft werden. 

35 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden eine Vielzahl von Sequenzen offenbart, die sehr einfach 

aus einer naturiicherweise vorliegenden Ausgangssequenz mittels Mutagenese herstelibar sind. 

Im einzelnen kann man dabei so vorgehen, dass man zunachst ein Gen identifiziert und isoliert, dass eine 
der erfindungsgemassen DNA-Sequenzen enthalt. Dieses Gen, insbesondere aber die 3'-terminale Targe- 
ting '-Sequenz, kann dann nach Einspleissen in einen geeigneten Klonierungsvektor mit Hilfe bekannter Ver- 

40 fahrensmassnahmen modifiziert werden. Besonders geeignet zur Hersteliung spezifischer Mutanten ist die 
sog. Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese. Dabei werden kurze Oligonukleotid-fragmente synthetisiert, die 
der Wildtyp-Sequenz zwar im wesentlichen homolog sind, sich jedoch in einzelnen Nukleotiden von dieser 
unterscheiden. Bei besagten Unterschieden kann es sich um Insertionen, Deletionen, Inversionen oder um 
einen Austausch eines oder mehrerer Nukleotide oder aber um eine Kombination der zuvor erwahnten Ver- 

45 fahrensmassnahmen handeln. Diese mutierten Fragmente werden dann im Rahmen ailgemein bekannter Ver- 
fahren gegen die homolgen Gegenstucke auf dem Wildtypgen ausgetauscht. Das fertige Konstrukt kann dann, 
wie zuvor beschrieben, in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einkloniert und in eine Pflanze trans- 
form iert werden. 

Die Mutagenisierung bestimmter DNA-Fragmente kann aber auch vorzugsweise unter Anwendung der 
50 Polymerase Kettenreaktion ['polymerase chain reaction'; PCR] durchgefuhrt werden. Bei diesem in vitro Ver- 
fahren kommen chemisch synthetisierte Oligonukleotide zum Einsatz, die in der Regel aus den Randbereichen 
des zu mutierenden DNA-Fragmentes stammen und strangspezifisch sind. Unter geeigneten Bedingungen 
kommt es zu einer Hybridisierung der Oligonukleotide mit den kompiementaren Bereichen auf den durch Dena- 
turierung erzeugten DNA-Einzelstrangen. Die auf diese Weise entstandenen doppelstrangigen Bereiche die- 
55 nen als Primer fur die sich anschliessende Polymerasereaktion. 

Dabei konnen neben DNA-Poiymerasen aus Bcoli insbesondere hitzestabile Polymerasen aus thermophiien 
Bakterien wie z.B. Thermus aquaticus verwendet werden. 

Die voriiegende Erfindung beschrankt sich daher nicht auf die oben naherspezifizierte Basenabfolge, son- 



11 



BP 0 462 065 A2 



dern umfasst daruberhinaus auch alle Mutanten und/oderVariantendieserDNASequenzen,die durch Deletion 
bzw. Insertion von einer oder mehreren Basen Oder aber insbesondere durch Austausch von einer Oder meh- 
reren Basen herstellbarsind unddie noch die spezifischen, erfindungsgemassen Eigenschaften der Ausgangs- 
sequenzen aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die folgenden Varianten, die aus den in SEQ ID 
NO: 1 und 2 wiedergegebenen Ausgangssequenzen durch Oligonukleotidvermittelte Mutagenese herstellbar 
sind und die Peptide kodieren, welche noch die gleichen Targeting -Eigenschaften aufweisen wie die durch 
besagte Ausgangssequenzen kodierten Peptide [SEQ ID NO: 3 bis 7]: 



(a) GGA AAA GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

(b) GGA AAT GGA CTT TTA GTC A AT ACT ATG TAA 

(c) GGA AAT GGA CTT TTA GTC CGT ACT ATG TAA 

. (d) A GAT CTT TTG GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

(e) ATC GGT GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 



Die Leerstellen derSequenzen (a) bis (c) betreffen denjenigen Bereich der mutierten Target! ng'-Seqeunz, 
der keine Unterschiede gegenuber der Ausgangssequenz aufweist. 

Die auf die zuvor beschriebene Weise isolier- bzw. herstelibaren erfindungsgemassen DNA-Sequenzen 
konnen jetzt dazu verwendet werden um homologe DNA Sequenzen gleicher Funktion aufzuspriiren, indem 
man beispielsweise zunachst genomische oder cDNA Genbibiiotheken herstellt und diese in der zuvor 
beschriebenen Weise, unter Verwendung der erfindungsgemassen DNA-Sequenzen als Probenmolekule, auf 
das Vorhandensein homoioger DNA Sequenzen untersucht, die in der Lage sind mit diesen Probenmolekuien 
zu hybridisieren. 

Diese Verfahren zum Auffinden homoioger DNA Sequenzen gleicher Funktion bilden ebenfalls einen 
Bestandteil dervorliegenden Erfindung. 

Ebenso umfasst von der voriiegenden Erfindung sind Peptid-Fragmente, die von den oben genannten 
DNA-Sequenzen kodiert werden und die noch die gleichen Targeting -Eigenschaften aufweisen wie die natur- 
licherweise voriiegenden, unmodifizierten Peptid-Fragmente, die durch besagte, in SEQ ID NO: 1 und 2 wie- 
dergegebenenStammsequenzen kodiert werden. 

Besonders bevorzugt sind Peptid-Fragmente, die als Targeting'-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungie- 
ren und die folgenden Aminosauresequenzen aufweisen [SEQ ID NO: 3 bis 7]: 



(a) 


Gly 


Lys 


Asp 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 


(b) 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Asn 


Thr 


Met 


End 


(c) 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Arg 


Thr 


Met 


End 


(d) 


Asp Leu Leu Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 


(e) 


He 


Gly 


Asp 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 



Die Leerstellen derSequenzen (a) bis (c) betreffen denjenigen Bereich der mutierten Targeting'-Seqeunz, 
der keine Unterschiede gegenuber der Ausgangssequenz aufweist. 

Ebenso umfasst von der voriiegenden Erfindung sind Fragmente Oder Teiisequenzen, die aus den oben 
naher bezeichneten DNA Sequenzen oder aus Derivaten dieser DNA Sequenzen erhaltlich sind und die noch 
die spezifischen Eigenschaften der Ausgangssequenzen aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind DNA-Fragmente, die aus der erfindungsgemassen 
DNA-Sequenz erhaltlich sind und im wesentlichen die folgende, in SEQ iD NO: 8 und 9 wiedergegebene ukle- 
otid-Sequenzen aufweisen: 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
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Die oben wiedergegebenen DNA-Sequenzen kodieren Peptidfragmente, die als Targeting'-Signal fur die 
pflanzliche Vakuole fungieren und die folgende, in SEQ ID NO: 8 und 9 wiedergegebene minosauresequenz 
aufweisen: 

5 

Leu Leu Val Asp Thr Met 
Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

10 Die genannten Peptidfragmente sind somit ebenfalls ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte nunmehr erstmals gezeigt werden, dass die oben naher 
charakterisierten, erfindungsgemassen DNA-Sequenzen, die ein kurzes, C-terminales Peptid-Fragment kodie- 
ren, welches fur die gezielte Einschleusung des damit naturlicherweise assoziierten Strukturgens verantwort- 
lich ist, in der Lage sind auch in Verknupfung mit heterologen Genen weiterhin ihre Targeting' Funktion zu 

15 erfullen. 

In einer spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird dabei die erfindungsgemasse 
DNA-Sequenz mit Hilfe der zuvor beschriebenen Methoden mit einem heterologen Gen, vorzugsweise mit ei- 
nem heterologen Chitinasegen, das keine entsprechende 3'-terminaIe Sequenz aufweist, operabel verknupft 
und in einen pflanzlichen Wirt transformiert. Innerhalb dieser transform ierten Wirtspflanze wird dann ein Gen- 

20 produkt exprimiert, das gezielt in die pflanzliche Vakuole eingeschleutst wird. 

Im einzelnen kann man dabei so vorgehen, dass man zunachst eine cDNA Genbibliothek aus geeignetem 
Pflanzenmateriai herstellt und aus besagter Genbibliothek mit Hilfe geeigneter Sondenmolekule einen passen- 
den Chitinase-cDNA Klon isoliert, der keine 3'-terminaie Extension aufweist. Nach Einspleissen dieses cDNA 
Klones in einen geeigneten Klonierungsvektor kann besagter Klon durch Insertion bzw. Deletion von Restrik- 

25 tionsschnittstellen so modifiziert werden, dass eine operable Verknupfung der erfindungsgemassen DNA Tar- 
geting'-Sequenz mit dem heterologen Chitinasegen erfolgen kann. Das fertige Konstrukt kann dann in einen 
geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einkloniert werden, wobei es unter die regulatorische Kontrolle von in 
Pflanzen aktiven Expressionssignalen gelangt. Beispielhaft sei an dieser Stelle der Pflanzenexpressionsvektor 
pGY1 erwahnt, welcher den 35S Promoter des CaMV Virus enthalt sowie dessen Terminationssequenzen, 

30 ohne dadurch jedoch den Gegenstand der vorliegenden Erfindung in irgeneiner Weise zu limitieren. Selbst- 
verstandlich kann auch jeder andere geeignete Vektor and dieser Stelle verwendet werden. 

So ist es beispielsweise moglich, eine saure Chitinase aus Gurken, die kein C-terminales 'Signal-Pep- 
tid* besitzt und daher normalerweise in den extrazellularen Raum sezerniert wird, durch Verknupfen mit der 
erfindungsgemassen Targeting'-Sequenz gezielt in die pflanzliche Vakuole einzuschleusen. 

35 Ein weiterer Gegengstand der vorliegenden Erfindung betrifft daher die Konstruktion von chimaren, rekom- 

binanten DNA Molekulen, welche eine exprimierbare DNA, insbesondere aber ein Strukturgen, vorzugsweise 
ein heterologes Strukturgen, in opera bier Verknupfung mit der erfindungsgemassen DNA-Sequenz und mit in 
pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen, wie Promotor- und Terminationssequenzen, sowie gegebe- 
nenfallsmitweiteren kodierenden und/odernichtkodierenden Sequenzen der5'-und/oder3'-Region enthalten. 

40 Dabei ist es oft vorteilhalt, zwischen der Promotorsequenz und der sich anschiiessenden kodierenden 

DNA-Sequenz eine 'Leader*-Sequenz einzubauen, wobei die Lange der 'Leader'-Sequenz so gewahlt wird, 
dass der Abstand zwischen dem Promotor und der erfindungsgemassen DNA-Sequenz fur die Expression des 
jeweils assoziierten Strukturgens optimal ist. 

Es ist weiterhin vorteilhaft, wenn das einzuschleusende DNA-Molekul eine Sequenz enthalt Oder aber in 

45 der 5'-terminalen Region mit einer solchen Sequenz verknupft wird, die fur ein in der pflanzlichen Zelle funk- 
tionsfahiges, N-tenminales Signalpeptid kodiert. Daruberhinaus konnen weitere Sequenzabschnitte im DNA 
Molekul voriiegen, welche fur Peptidfragemente kodieren, die insgesamt dazu beitragen, die Kompetenzfur 
eine Aufnahme in die Vakuole zu verbessern wie beispielsweise das von Matsuoka K und Nakamura K in der 
N-terminalen Extension des Sporamin aufgefundene Propeptidfragment [Matsuoka K und Nakamura K (1991)]. 

so Fur die Verwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren sind in erster Linie ail diejenigen Strukturgene 

geeignet, die bei den transformierten pflanzlichen Zellen sowie den daraus sich entwickelnden Geweben und 
insbesondere aber den Pflanzen zu einem Schutzeffektfuhren, wie z.B. zu einer erhohten Resistenz gegenuber 
Pathogenen (beispielsweise gegenuber phytopathogenen Pilzen, Bakterien, Viren, etc.); einer Resistenz 
gegenuber Chemikalien [beispielsweise gegenuber Herbiziden (wie z.B. Triazinen, Sulfonylharnstoffen, Imi- 

55 dazolinonen, Triazolpyrimidinen, Biaiaphos, Glyphosate, etc,), Insektiziden Oder anderen Bioziden]; einer Resi- 
stenz gegenuber nachteiligen Umwelteinfiussen (beispielsweise gebenuber Hitze, Kalte, Wind, ungunstigen 
Bodenverhaltnissen, Feuchtigkeit, Trockenheit, etc.). 

Besonders hervorzuheben im Rahmen dieser Erfindung sind Strukturgene, die im Zusammenhang mit der 
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Bekampfung pflanzlicher Pathogene und Parasiten stehen. 

Eine Resistenz gegenuber Insekten kann beispielsweise durch eine Gen ubertragen werden, das ein Poly- 
peptid kodiert, welches toxisch ist fur Insekten und/oderderen Larven, wie z.B. das kristaliine Protein von Bacil- 
lus thuringiensis. 

5 Eine zweite Klasse von Proteinen, die eine Insekten resistenz vermitteln, sind die Proteaseinhibitoren. Pro- 

teaseinhibitoren bilden einen gewohnlichen Bestandteil von pflanzlichen Speicherstrukturen und sind daher 
normalerweise in Vakuolen bzw. 'Protein bodies' lokalisiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein aus 
Sojabohnen isolierter und gereinigter Bowman-Birk Proteaseinhibitor die Darmprotease von Tenebrio Larven 
hemmmt [Birk et a/ (1963)]. Das Gen, welches den Trypsininhibitor aus der Kuherbse kodiert, ist bei Hilder et 

10 al (1987) beschrieben. 

Im Rahmen dervorliegenden Erfindung konnen nunmehr beliebige Proteaseinhibitoren verwendet werden, 
unabhangig von ihrer Herkunft [z.B. Proteaseinhibitoren aus nichtpflanzlichen oderrein synthetischen Quellen], 
indem man diese mit einem in der pflanzlichen Zellefunktionsfahigen, N-terminalen Signalpeptid und der erfin- 
dungsgemassen Oterminalen Targeting'-Sequenz operabelverknupft. Dies fuhrtdazu, dass die so modifizier- 

15 ten Proteaseinhibitoren gezielt in die Vakuole eingeschleust werden, wo sie optimal gespeichert werden 
konnen. 

Ein Gen, das einen Proteaseinhibitor kodiert, kann in einem geeigneten Vektor unter die Kontrolle eines 
Pflanzenpromotors, insbesondere eines konstitutiven Promotors, wie z.B. des CaMV 35S Promotors, gebracht 
werden. Das Gen, beispielsweise die kodierende Sequenz des Bowman-Birk Proteaseinhibitors aus der Soja- 

20 bonne, kann mit Hilfe der cDNAKIonierungsmethodeerhalten werden. EineweitereMoglichkeitzurHerstellung 
eines Proteaseinhibitors besteht in dessen synthetischer Herstelfung, sofern dieser weniger als 100 Amino- 
sauren aufweist, wie z.B. der Trypsininhibitor der Limabohne. Die kodierende Sequenz lasst sich durch 
Zuruckubersetzen der Aminosauresequenz voraussagen. Zusatzlich werden an beiden Enden Restriktions- 
schnittstellen eingebaut, die fur den jeweils gewunschten Vektor geeignet sind. Das synthetische Gen wird 

25 durch Synthese uberlappender Oligonukieotidfragmente von 30 bis 60 Basenpaaren hergestellt, indem diese 
zunachst einer Kinasereaktion unterworfen, dann miteinander verknupft [Maniatis era/ (1982)] und schliesslich 
in einem passenden Vektor kloniert werden. Mit Hilfe der DNA Sequenzierung kann dann ein Klon, der das 
Insert in einer korrekten Orientierung aufweist, identifiziert werden. Fur die Einschleusung in die Protoplasten 
kann isolierte Plasmid-DNA verwendet werden. 

30 Ebenfalls zu erwahnen sind in diesem Zusammenhang hydrolytische Enzyme, die in der Lage sind, den 

Abbau derZellwande von pflanzlichen Patogenen entwederseibst zu bewerkstellingen oder aber diesen in Ver- 
bindung mit anderen Substanzen im Sinne einer Synergie zumihdest unterstutzen. 

Die Mehrzahl der Insekten beispielsweise besitzt ein Cuticularskelett, in dem lamellenformig geschichtete 
Micelle aus Chitin in einer Grundsubstanz eingebettetsind. Auch zahireiche pflanzen pathogene Pilze enthalten 

35 Chitin als integralen Bestandteil ihrer Hyphen- und Sporenstrukturen, so z.B. die Basidiomyceten (Brand- und 
Rostpilze), Ascomyceten und Fungi Imperfect (einschliesslich Aitemaria und Bipolaris, Exerophilum turcicum, 
Colletotricum, Gleocercospora und Cercospora). Chitinase ist in der Lage das Mycelwachstum bestimmter Pat- 
hogene in-vftro zu hemmen. Ein pflanzliches Organ oder Gewebe, das in der Lage ist die Chitinase konstitutiv 
oder aber als Antwort auf das Eindringen eines Pathogens zu exprimieren, konnte sich somitgegen den Angriff 

40 einer grossen Zahl verschiedener Pilze schutzen. 

Die naturlicherweise in der Pflanze vorhandenen, endogenen Chitinasen liegen entweder extrazellular 
(saure Chitinasen) oder innerhalb der Vakoule (basische Chitinasen) vor, sodass im Rahmen dervorliegenden 
Erfindung zwei alternative Vorgehensweisen denkbar sind. 

Zum einen ist es moglich, die sauren Chitinasegene, denen die fur die Einschleusung in die Vakuole ver- 

45 antworUiche Sequenz am C-terminalen Ende fehlt, unter Verwendung der erfindungsgemassen DNA Sequenz 
so zu modifizieren, dass die Genprodukte gezielt in die Vakuole gelangen, wo sie die dort naturlicherweise vor- 
handenen, endogenen, basichen Chitinasen in ihrer Aktivitat gegenuber eindringenden Pathogenen unterstut- 
zen konnen. 

Die zweite Variante besteht darin, aus einem naturlicherweise vakuolarvoriiegenden basischen Chitinase- 
so gen die C-terminale Extension mit Hilfe gentechnischer Verfahren aus dem offenen Leseraster zu entfemen 
oder aber diese zumindestzu inaktivieren, z.B. durch Einfiigen eines Stopp Kodons unmittelbarvor der C-ter- 
minalen Extension. Dies fuhrt dazu, dass das Genprodukt in den Interzellularraum sezerniert wird, wo es in 
unmittelbaren Kontakt mit dem eindringenden Pathogen gelangen kann. 

Ein weiterer Aspekt der voriiegenden Erfindung betrifft somit rekombinante DNA Molekule, die ein natur- 
55 licherweise vakuolar voriiegendes Strukturgen in operabler Verknupfung mit in pflanzlichen Zellen aktiven 
Expressionssignalen enthalten, deren naturlicherweise im Gen voriiegende 3'-terminale Targeting'-Sequenz 
deletiert oder aber in anderer Weise inaktiviert ist. Diese Konstrukte liefern bei Transformation in einen pflanz- 
lichen Wirt ein Expressions produkt, das keine funktionelle G-terminale Signai-sequenz mehr enthalt und damit 
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in den Extrazellulanraum der Pflanze sezemiert wird. 

Besonders bevorzugt ist ein rekombinantes DNA Molekul, das ein basisches Chitinasegen in operabler 
Verknupfung mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen enthalt, dessen naturiicherweise im Gen 
vorliegende 3'-terminale 'Targeting'-Sequenz deietiert oder in anderer Weise inaktiviert ist und das daher be! 

5 Transformation in ein en pflanzlichen Wirt ein Expressionsprodukt liefert, das keine funktionelle C-terminale 
Signalsequenz mehr enthalt und damit in den Extrazellularraum der Pflanze sezemiert wird. 

Ein weiteres Enzym, das im Abwehrmechanismus der Pflanze gegenuber Pathogenen vermutiich eine zen- 
traie Rolle spielt, ist die p-1,3-Glucanase, deren Verwendung in Kombination mit der erfindungsgemassen 
DNA-Sequenz im Rahmen dieser Erfindung daher ebenfalls bevorzugt ist. 

10 Weiterhin bevorzugt ist daher ein rekombinantes DNA Molekul, das ein basisches Glucanasegen in ope- 

rabler Verknupfung mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen enthalt, dessen naturiicherweise im 
Gen vorliegende 3'-terminale Targeting'-Sequenz deietiert oder in anderer Weise inaktiviert ist und das daher 
bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt ein Expressionsprodukt liefert, das keine funktionelle C-terminale 
Signalsequenz mehr enthalt und damit in den Extrazellularraum der Pflanze sezemiert wird. 

15 Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft die Verknupfung der erfindungsgemassen Targeting'- 

Sequenz mit sog. lytischen Peptiden fl-ytic Peptids']. Dabei handelt es sich um naturiiche oder synthetische 
Peptide mit antipathogener Aktivitat, die in der Lage sind die Zellmembran von Pathogenen zu durchdringen, 
zu lysieren oder auf andere Weise zu schadigen. Vertreter solcher lytischer Peptide, die im Rahmen der vor- 
liegenden Erfldnung Verwendung finden konnen, sind sowohl aus tierischen [einschliesslich Insekten] als auch 

20 aus pflanzlichen und mikrobiellen Quellen bekannt und umfassen beispielsweise die Defensine, Cercopine, 
Thionine, Mellitine von Saugern, die Defensine, Magainine, Attacine, Dipterine, Sapecine, Caeruline, Xenop- 
sine der Insekten sowie Hybride davon. Die Aminsauresequenzen verschiedener lytischer Peptide sind in fol- 
genden Publikationen wiedergegeben: WO 89/11291; WO 86/04356; WO 88/05826; US 4,810,777; WO 
89/04371 sowie bei Bohlmann ef a/ (1988), Selsted und Hartwig (1987) und Terry et al (1988). 

25 Unter lytischen Peptiden sind im weitesten Sinne auch Verbindungen zu verstehen, deren Fahigkeit zur 

Pentetration, Lyse oder Schadigung der Zellmembranen auf einer enzymatischen Aktivitat beruht, wie z.B. 
Lysozyme und Phospholipasen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist eine kombinierte Expression von hydrolytischen und 
lytischen Peptiden mit anschliessender zielgerichteter Einschleusung in die Vakuole oder gegebenfalls den 

30 extrazellularen Raum. Daruberhinaus ist auch ein wechselseitige Anwendung von Expression und exogener 
Applikation denkbar, wobei insbesondere die lytischen Peptide fur letzteren Verwendungszweck in Frage kom- 
men, in Verbindung mit den ublicherweise fur diesen Zweck verwendeten Hilfs- und/oderZusatzstoffen. 

Auch fur eine Produktion gewunschter und nutzlicher Verbindungen in der pflanzlichen Zelle als solcher 
oder als Bestandteil einer hoher organisierten Einheit, wie z.B. einem Gewebe, Kallus, Organ, Embryo oder 

35 einer ganzen Pflanze, lasst sich die erfindungsgemasse DNA-Seqeunz in idealer Weise verwenden. 

Gene, die ebenfalls im Rahmen der voiiiegenden Erfindung Verwendung finden konnen, umfassen bei- 
spielsweise solche, die zu einer erhohten Bildung yon Reserve- oder Speicherstoffen in Blattern, Samen, Knol- 
len, Wurzel, Stengeln, etc. oder in den 'Protein bodies' von Samen fuhren. Zu den wunschenswerten 
Substanzen, die von transgenen Pflanzen produziert werden konnen, zahlen beispielsweise Proteine, Kohle- 

40 hydrate, Aminosauren, Vitamine, Alkaloide, Ravine, Riech- und Farbstoffe, Fette, etc.. 

Ebenso konnen Strukturgene mit der erfindungsgemassen DNA-Sequenz assoziiert werden, die pharma- 
zeutisch akzeptable Wirksubstanzen, wie z.B. Hormone, immunmodulatoren und andere physiologisch aktive 
Substanzen kodieren. 

Zu den Genen, die im Rahmen dieser Erfindung in Betracht gezogen werden konnen, gehoren daher 
45 bekannte Gene, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, beispielsweise pflanzenspezifische Gene wie das 
Zeingen aus Mais, das Aveningen aus Hafer, das Glutelingen aus Reis, etc., Sauger-spezifische Gene wie das 
Insulingen, das Somatostatingen, die Interieucingene, das t-PA Gen, etc., oder aber Gene mikrobiellen 
Ursprungs wie das NPT li Gen, etc. sowie synthetische Gene wie das Insulingen, etc. 

Neben naturiicherweise vorkommenden Strukturgenen, die eine nutzliche und wunschenswerte Eigen- 
50 schaft kodieren, konnen im Rahmen dieser Erfindung auch Gene verwendet werden, die zuvor mit Hiife che- 
mischer oder gentechnologischer Methoden gezielt modifiziert wurden. 

Weiterhin sind von dem breiten Konzept der vorliegende n Erfindung auch solche Gene umfasst, die voll- 
standig durch chemische Synthese hergestelft werden. Als Gene oder DNA Sequenzen die im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung Verwendung finden konnen, kommen somit sowohl homologe als auch heterologe 
55 Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) oder DNA gemass der im Rahmen der voriiegenden Erfindung 
gemachten Definition in Betracht. Als Beispiel fur ein synthetisches Gen sein an dieser Stelle das Insulingen 
genannt. 

Die im Rahmen der voriiegenden Erfindung verwendbaren DNA Sequenzen konnen ausschliesslich aus 
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genomischer, aus cDNA bzw. synthetischer DNA konstruiert sein. Eine andere Mdglichkeit besteht in der Kon- 
struktion einer hybriden DNA-Sequenz bestehend sowoh! aus cDNA als auch aus genomischer DNA und/oder 
synthetischer DNA 

In diesem Fall kann die cDNA aus demseiben Gen stammen wie die genomische DNA oder aber, sowohl 
5 die cDNA als auch die genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen stammen. In jedem Fall konnen 
aber sowohl die genomische DNA und/oder die cDNA, jede fur sich, aus dem gleichen oder aus verschiedenen 
Genen hergestellt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als einem Gen beinhaltet, konnen diese Gene entweder von 
ein und demseiben Organismus, von mehreren Organismen, die verschiedenen Stammen oder Varietaten der- 

10 selben Art Oder verschiedenen Spezies derselben Gattung angehoren, oder aber von Organismen, die mehr 
als einer Gattung derselben oder einer anderen taxonomischen Einheit (Reich) angehoren, abstammen. 

Umdie Expression besagterStrukturgene in der pflanzlichen Zellezu gewahrieisten, ist esvorteil haft, wenn 
die kodierenden Gensequenzen zunachst in operabler Weise mit in pflanzlichen Zellen funktionsfahigen 
Expressions-Sequenzen verknupft werden. Die hybriden Genkonstruktionen im Rahmen der voriiegenden 

15 Erfindung enthalten somit neben der erfindungsgemassen DNA-Sequenz ein oder mehrere Strukturgen(e) 
sowie in operabler Verknupfung damit Expressions-Signal e, die sowohl Promotor- und Terminator-Sequenzen 
als auch weitere regulatorische Sequenzen der 3' und 5' nicht-translatierten Regionen miteinschl lessen. 

Jeder Promotor und jeder Terminator, der in der Lage ist, eine Induktion der Expression einer kodierenden 
DNA-Sequenz (Strukturgen) zu bewirken, kann als Bestandteii der hybriden Gensequenz verwendet werden. 

20 Besonders geeignet sind Expressionssignale, die aus Genen von Pflanzen oder Pflanzenviren stammen. Bei- 
spiele geeigneter Promotoren und Terminatoren sind z.B. solche der Cauliflower Mosaik Virus Gene (CaMV) 
oder aberhomologe DNA-Sequenzen, die noch die charakteristischen Eigenschaften dergenannten Expres- 
sionssignale auftveisen. Ebenfalls geeignet sind bakterielle Expressionssignale, insbesondere aber die 
Expressionssignale der Nopal in-Synthase-Gene (nos) oder der Octopin-Synthase-Gene (ocs) aus den Ti-Plas- 

25 miden von Agrobacterium tumefaciens. 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die 35S und 19S Expressions-Signale des CaMV Genoms 
oder deren Homologe, die mit Hilfe molekularbiologischer Methoden, wie sie z.B. bei Maniatis et a/,(1982) 
beschrieben sind, aus besagtem Genom isoliertund mit der kodierenden DNA-Sequenz verknupft werden kon- 
nen. 

30 Unter Homologen der 35S und 19S Expressionssignale sind im Rahmen dieser Erfindung Sequenzen zu 

verstehen, die trotz geringer Sequenzunterschiede den Ausgangssequenzen im wesentlichen homolog sind 
und die nach wie vor die gleiche Funktion wie diese erfullen. 

Als Ausgangsmaterial fur die 35S-Transkriptionskontroll-Sequenzen kann erfindungsgemass z.B. das 
Seal-Fragment des CaMV Stammes "S das die Nukleotide 6808-7632 der Genkarte umfasst [Frank G et ai 
35 (1 980)], verwendet werden. 

Die 19S Promotor- und 5' nicht-translatierte Region befindetsich auf einem Genomfragment zwischen der 
Pstl Stelie (Position 5386) und der Hindlll-Stelle (Position 5850) der CaMV Genkarte [Hohn et ai (1982)]. Die 
entsprechende Terminator- und 3' nichttranslatierte Region liegt auf einem EcoRV/Bglll-Fragment zwischen 
Position 7342 und 7643 des CaMV Genoms. 
40 Weiterhin bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die Expressionssignale des CaMV Stammes CM 

1841, dessen komplette Nukleotidsequenz bei Gardner RC et al (1981) beschrieben ist. 

Ein weiterer wirksamer Vertreter eines Pflanzen promotors, der Verwendung finden kann, ist ein uberpro- 
duzierender Pflanzen promotor. Diese Art von Promotoren sollte, sofern sie in operabler Weise mit der Gense- 
quenz, welche ein gewunschtes Genprodukt kodiert, verknupft ist, in der Lage sein, die Expression besagter 
45 Gensequenz zu vermittein. 

Ueberproduzierende Pflanzen promotoren, die im Rahmen der voriiegenden Erfindung zur Anwendung 
kommen konnen, schliessen den Promotor der kl ein en Untereinheit (small subunit; ss) der Ribulose- 1,5-bis- 
phosphat-Carboxyiase aus Sojabohnen sowie den Promotor des Chlorophyll-a/b- Bindungsproteins ein. Diese 
beiden Promotoren sind dafur bekannt, dass sie in eukaryontischen Pflanzenzeilen durch Licht induziert wer- 
50 den [siehe z.B. Genetic Engineering of Plants, an Agricultural Perspective, Cashmore A (1983)]. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft somit rekombinante DNA Molekule, die eine 
chimare genetische Konstruktion enthalten, worin die erfindungsgemasse DNA-Sequenz mit einer exprimier- 
baren DNA und mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen sowie gegebenenfalls mit weiteren 
transkribierten und/oder nicht-transkribierten Sequenzen aus der 5 und/oder 3'-Region, operabel verknupft 
55 ist, sodass es bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt zu einer gezielten Einschleusung der Expression- 
sprodukte in die pflanzliche Vakuole kommt. 

Besonders bevorzugt sind rekombinante DNA Molekule die eine chimare genetische Konstruktion enthal- 
ten, worin die erfindungsgemasse DNA-Sequenz mit einem Strukturgen operabel assoziiert ist, das den trans- 
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fornriierten pfianzlichen Zellen sowie den daraus sich entwickelnden Geweben und insbesondere aber den 
Pflanzen einen Schutzeffekt gegenuber Pathogenen, Chemikalien sowie nachteiligen Umwelteinflussen ver- 
leiht. 

Ganz besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind rekombinante DNA Molekule, die eine chi- 
5 mare genetische Konstruktion enthalten, worin die erfindungsgemasse DNA-Sequenz mit einem Strukturgen 

operabel assoziiert ist, das Chitinase, insbesondere aber saure Chitinase, oder Glucanase, insbesondere aber 

saure Glucanase, in pfianzlichen Zellen exprimiert. 

Ebenfalls umfasst von der vorliegenden Erfindung sind rekombinante DNA Molekule, die eine chimare 

genetische Konstruktion enthalten, worin die erfindungsgemasse DNA-Sequenz mit einem Strukturgen opera- 
10 bel assoziiert ist, das bei Expression in der transformierten pfianzlichen Zelle als solcher oder als Bestandteil 

einer hoher organisierten Einheit ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Gewebe, Organ, Kallus, 

Embryo oder einer ganzen Pflanze, zu einer Einschleusung gewunschter und nutzlicher Verbindungen in die 

pflanzliche Vakuole fuhrt. 

Weiterhin bevorzugt sind rekombinante DNA Molekule, die eine chimare genetische Konstruktion enthal- 

15 ten, worin ein Gen, welches ein naturlicherweise vakuolarvorliegendes Proteinmolekul kodiert, vorzugsweise 
aber ein basisches Chitinasegen, und ganz besonders bevorzugt ein basiches Chitinasegen aus Tabak- oder 
Gurkenpflanzen, so modifiziert ist, dass es in den Extrazellularraum sezemiert wird. Im einzelnen kann dies 
dadurch erreicht werden, dass man die naturlicherweise in besagten Genen, insbesondere aber in Chitinase- 
genen voriiegende C-terminale Extension, welche die fur die Einschleusung in die Vakuole verantwortlichen 

20 DNA-Sequenzen enthalt, mit Hilfe gentechnischer Verfahren entfernt bzw inaktiviert, beispielsweise durch Ein- 
fugen eines Stopp Kodons unmittelbarvor der C-terminalen Extension. 

Weitere reguiatorische DNA-Sequenzen, die fur die Konstruktion chimarer Gene Verwendung finden kon- 
nen, umfassen beispielsweise Sequenzen, die in der Lage sind die Transkription einer assoziierten DNA-Se- 
quenz in pfianzlichen Geweben im Sinne einer Induktion oder Repression zu regulieren. 

25 So gibt es beispielsweise einzelne Pflanzengene, von denen bekannt ist, dass sie durch verschiedene 

interne und exteme Faktoren wie Pflanzenhormone, Hitzeschock, Chemikalien, Pathogene, Sauerstoffmangel, 
Licht, Stress, etc. induziert werden. 

Als ein Beispiel fur eine Genreguiation durch ein Pflanzenhormon soli hier die Abszissinsaure (ABS) 
erwahnt werden, von der bekannt ist, dass sie den wahrend der spaten Embryonal phase auftretenden Ober- 

30 schuss an mRNAs in Baumwolle induziert. Ein weiteres Beispiel liefert die Gibberellinsaure (GA3), die in Rizi- 
nussamen Malatsynthasetranskripte sowie in den Aleuronschichten von Gerste Isoenzyme der a-Amylase 
induziert. 

Die Aktivitatvon Glucanase und Chitinase in Bohnenblattern kann durch Behandiung mitdem Stresshor- 
mon Ethylen markant erhoht werden. Fur Chitinase wird dieser Induktionseffekt uber den Promotor des Chiti- 

35 nasegens gesteuert, was durch Reportergenversuche unter Verwendung eines Promotors aus dem 
Chitinasegen von Bohnen (Phaseolus vulgaris) gezeigt werden konnte. 

Die Regulation von Hitzeschock empfindlichen Proteingenen der Sojabohne wurde im Detail untersucht. 
Eine mehrstundige Behandiung der Pfanzen bei einer Temperatur von 40° C resultiert in der de novo Synthese 
von sogenannten Hitzeschock-Proteinen. Zahlreiche dieser Gene wurden inzwischen isoliert und ihre Regula- 

40 tion im einzelnen analysiert Die Expression dieser Gene wird in erster Linie auf der Ebene der Transkription 
kontrolliert. Fusioniert man beispielsweise den Promotor des hps70 Gens mitdem Neomycinphosphotransfe- 
rase II (NPT II) Gen, so kann das auf diese Weise entstandene chimare Gen durch einen Hitzeschock induziert 
werden [Spena et al, 1985)]. 

Eineandere Klasse von in Pflanzen induzierbaren Genen beinhaltet die Licht-regulierten Gene, insbeson- 

45 dere das nuklear kodierte Gen der kleinen Untereinheit der Ribulose-1 ,5-bisphosphatcarboxylase (RUBISCO). 
Morelli et a! (1985) haben nachgewiesen, dass die 5'-flankierende Sequenz eines RUBISCO-Gens aus der 
Erbse in der Lage ist, die Licht-induzierbarkeit auf ein Reportergen zu libertragen, sofem dies in chimarer Form 
mit dieser Sequenz verkniipft ist. Diese Beobachtung konnte auch auf andere Licht-induzierte Gene ausgedeht 
werden, wie z.B. das Chlorophyll a/b -Bindungsprotein. 

so Die Aikoholdehydrogenase-Gene (adh-Gene) des Mais waren Gegenstand intensiver Untersuchungen. 

Das adh1-s Gen aus Mais wurde isoliert und es wurde nachgewiesen, dass ein Teil der 5'-fiankierenden DNA 
in der Lage ist, die Expression eines chimaren Reportergens (z.B. Chloramphenicolacetyltransferase; CAT ) 
zu induzieren, wenn das vorubergehend transformierte Gewebe anaeroben Bedingungen ausgesetzt wurde 
[Howard et al (1987)] 

55 Eine weitere Gruppe regulierbarer DNA-Sequerizen betrifft chemisch regulierbare Sequenzen, die z.B. in 

den PR-("pathogenesis related proteine") Proteingenen des Tabaks vorliegen und mit Hilfe chemischer Regu- 
latoren induzierbarsind. 

Die zuvor beispielhaft genannten regulierbaren DNA-Sequenzen konnen sowohl naturlichen als auch syn- 
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thetischen Ursprungs sein oder aberaus einem Gemisch von naturlichen und synthetischen DNA-Sequenzen 
bestehen. 

Es ist weiterhin vorteilhaft, wenn die exprimierbare DNA, insbesondere aber das einzuschleusende Struk- 
turgen, eine Sequenz enthalt oder aber in der 5'-terminalen Region mit einer solchen Sequenz verknupft wird, 
5 die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-terminales Signalpeptid kodiert. Dabei handelt es sich 
um ein Transportsignal, das am N-terminalen Ende von Proteinen zu finden ist, die uber das Endomembran- 
system transporter! werden. Dieses Signalsequenz sorgt dafur, dass besagte Proteine zunachst ins Endoplas- 
matische Retikulum gelangen, wo das Signalpeptid proteoiytisch vom Precursor-Protein abgespaiten wird, 
sobald es seine Funktion erfullt hat. Entsprechend seinerspezifischen Funktion wurde dieserSequenz-Typ des 
10 Signal-Peptids im Verlaufe der Evolution bei alien lebenden Zelien in hohem Masse konserviert, unabhangig 
davon, ob es sich um Bakterien, Hefen, Pilze, Tiere oder Pflanzen handelt 

Daruberhinaus konnen noch weitere Sequenzabschnitte im DNA Molekiil voriiegen, welche fur Peptidfra- 
gemente kodieren, die insgesamt dazu beitragen, die Kompetenz fur eine Aufnahme in die Vakuole zu verbes- 
sern wie beispieisweise das von Matsuoka K und Nakamura K in der N-terminalen Extension des Sporamin 
15 aufgefundene Propeptidfragment [Matsuoka K und Nakamura K (1991)]. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung umfasst somit chimare genetische Konstruktionen, 
die neben derinoperablerVerknupfung mit einem Strukturgen oder sonstigen exprimierbaren DNASequenzen 
vorliegenden erfindungsgemassen Tarcfeting'-Sequenz weitere reguiatorische DNA Sequenzabschnitte ent- 
halten, diez.B. eine gezielte Induktion oder Repression der Genexpression ermoglichen. 
20 Die verschiedenen Sequenzabschnitte konnen mit Hilfe an sich bekannter Methoden miteinanderzu einer 

vollstandigen kodierenden DNA-Sequenz verknupft werden. Geeignete Methoden schliessen beispieisweise 
die in vivo Rekombination von DNA-Sequenzen, die homologe Abschnitte aufweisen sowie die in vitro Verknup- 
fung von Restriktionsfragmenten mit ein. 

Als Klonierungsvektoren verwendet man im allgemeinen Plasmid- oder Virus-(Bakteriophagen)-Vektoren 
25 mit Replikations- und Kontroiisequenzen, die von Spezies stammen, die mit der Wirtszelle kompatibel sind. 

Der Klonierungsvektor tragt in der Regel einen Replikationsursprung, insbesondere einen Replikation- 
sursprung, der in E. coii, in Agrobacterium oder in beiden funktionsfahig ist, ausserdem spezifische Gene, die 
zu phaenotypischen Selektionsmerkmalen in der transformierten Wirtszelle fuhren, insbesondere zu Resisten- 
zen gegenuber Antibiotika oder gegenuber bestimmten Herbiziden. Die transformierten Vektoren konnen 
30 anhand dieser phaenotypischen Marker nach einer Transformation in einer Wirtszelle selektiert werden. 

Selektierbare phaenotypische Marker, die im Rahmen dieser Erfindung Anwendung finden konnen, umfas- 
sen beispieisweise Resistenzen gegen Ampicillin, Tetracyclin, Hygromycin, Kanamycin, Methotrexat, G418 
und Neomycin, ohne das diese beispielhafte Aufzahlung eine Limitierung des Erfindungsgegenstandes dar- 
stellt 

35 Als Wirtszellen kommen im Rahmen dieser Erfindung Prokaryonten in Frage, einschliesslich bakterieller 

Wirte, wie z.B. A.tumefaciens, E.coli, S.typhimurium und Serratia marcescens, sowie Cyanobakterien. Femer 
konnen auch eukaryontische Wirte wie Hefen, mycelbildende Pilze und Pflanzenzellen im Rahmen dieser Erfin- 
dung verwendet werden. 

Das Einspleissen der erfindungsgemassen hybriden Genkonstruktion in einen geeigneten Klonierungsvek- 
40 tor erfolgt mit Hilfe von Standardmethoden wie sie z.B. bei Maniatis er al (1982) beschrieben sind. 

Dabei wird in der Regel der Vektor und die einzuspleissende DNA Sequenz zunachst mit geeigneten 
Restriktions-Enzymen geschnitten. Geeignete Restriktionsenzyme sind z.B. solche, die Fragmente mit glatten 
Enden liefern, wie z.B. Smal, Hpal und EcoRV, oder aber Enzyme, die kohasive Enden bilden, wie z.B. EcoRI, 
Sacl und BamHL 

45 Sowohl Fragmente mit glatten Enden wie auch solche mit kohasiven Enden, die einander komplementar 

sind, konnen mit Hilfe geeigneter DNA-Ligasen wieder zu einem einheitlichen durchgehenden DNA-Molekul 
verknupft werden. 

Glatte Enden konnen auch durch Behandlung von DNA-Fragmenten, die uberhangende kohasive Enden 
aufweisen, mit dem Kl enow-Fragment der E.co// DN A-Polymerase durch Auffullen der Liicken mit den entspre- 
50 chenden komplementaren Nukleotiden hergestellt werden. 

Anderseits lassen sich auch kohasive Enden kunstlich herstellen, z.B. durch Anfugen komplementarer 
homopolymerer Schwanze an die Enden einer gewunschten DNA-Sequenz sowie des geschnittenen Vektor- 
molekuls unterVerwendung einer terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase oder aber durch Anfugen synthe- 
tischer Oligonukleotid-Sequenzen (Linker), die eine Restriktionsschnittstelle tragen und anschliessendes 
55 Schneiden mit dem entsprechenden Enzym. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden bei der Konstruktion der Chitinasemutanten verschiedene 
Teile derjeweils verwendeten Chitinaseklone miteinander verknupft. Um dieses Ziel erreichen zu konnen, mus- 
sen diese Teile kompatibel sein, d. h. es mussen geeignete Restriktionsschnittstellen in die verschiedenen 
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Sequenzen eingefugt werden. In einer spezifischen Ausfuhrungsform dieser Erfindung werden daher vorzugs- 
weise die im folgenden aufgelisteten Restriktionsschnittstellen verwendet, die alle zu den gleichen kohasiven 
Enden fuhren: 
BamHI [G/GATCC] 
5 Bell JT/GATCA] 
Bglll [A/GATCT] 

Der Leseraster wird vorzugsweise jeweils so gewahlt, dass GAT als Kodon fur Aspartat fungiert 
Die Klonierungsvektoren und die mit diesen Vektoren transformierte Wirtszelle werden in der Regel dazu 
verwendet, die Kopienzahl der darin einklonierten Konstrukte zu erhdhen. Mit einer erhohten Kopienzahl ist 
10 es moglich, den Vektor, der die hybride Genkonstruktion tragt, zu isolieren und z.B. fur die Einschleusung der 
chimaren Gensequenz in die pflanzliche Zelie vorzubereiten. 

In einem weiteren Verfahrensschritt werden diese Plasmide dazu verwendet, die ein gewunschtes Gen- 
produkt kodierenden Strukturgene Oder aber nicht-kodierende DNA-Sequenzen mit regulatorischer Funktion, 
in die pflanzliche Zelie einzuschleusen und gegebenenfalls in das Pflanzengenom zu integrieren. 
15 Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft daher die Hersteliung von pflanzlichen Rezi- 

pienten-Zellen, welche besagtes Strukturgen oder sonstige wunschenswerte Gene bzw. Genfragmente Oder 
sonstige nutzliche DNA-Sequenzen in ihr Genom eingebaut enthalten. 

Die Einschleusung der chimaren genetischen Konstruktion erfolgt vorzugsweise in pflanzliche Protopla- 
sten mit Hilfe bekannter Gen-Transfer-Verfahren. 
20 Es existieren mittlerweile eine Reihe von sehr effizienten Verfahren fur die Einfuhrung von DNA in Pflan- 

zenzellen, basierend auf der Verwendung von Gentransfer-Vektoren oder auf direkten Gentransfer-Verfahren. 

Eine Moglichkeit besteht beispielsweise darin, dass man Pflanzenzellen mit Viren Oder mit Agrobacterium 
in Kontakt bringt. Dies kann durch Infektion sensitiver Pflanzenzellen oder durch Co-Cultivierung von Proto- 
plasten, die sich aus Pflanzenzellen ableiten, bewerkstelligt werden. Das Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) 
25 kann im Rahmen dieser Erfindung ebenso als Vektor fur die Einschleusung der erfindungsgemassen chimaren 
genetischen Konstruktion in die Pflanze verwendet werden. Das gesamte virale DNA-Genom von CaMV wird 
dabei in ein bakterielles Elternplasmid integriert unter Ausbildung eines rekombinanten DNA Molekuls, das in 
Bakterien venmehrt werden kann. Nach erfolgter Klonierung wird das rekombinante Plasmid mit Hilfe von 
Restriktionsenzymen entwederzufallig oder an ganz spezifischen, nichtessentiellen Stellen innerhalb desvira- 
30 len Teils des rekombinanten Plasmids gespalten, z.B. innerhalb des Gens, das fur die Uebertragbarkeit des 
Virus durch Blattiause kodiert, und die hybride Genkonstruktion wird in diese Schnittstelle einkloniert. 

Ein kleines Oligonukleotid, ein sog. Linker, der eine einzige, spezifische Restriktionserkennungsstelle 
besitzt, kann ebenfalls integriert werden. Das so modifizierte rekombinante Plasmid wird emeut kloniert und 
durch Einspleissen der hybriden Genkonstruktion in eine nur einmal vorkommende Restriktionsstelle weiter 
35 modifiziert. 

Der modifizierte virale Anteii des rekombinanten Plasmids kann dann aus dem bakteriellen Eltern-Plasmid 
ausgeschnitten und fur die Inokulation der Pflanzenzellen oder der gesamten Pflanzen verwendet werden. 

Eine andere Methode zur Einschleusung der chimaren Genkonstruktion in die Zelie bedient sich der Infek- 
tion der Pflanzenzelle mit Agrobacterium tumefaciens und/oder Agrobacterium rhizogenes, welches mit besag- 

40 ter Genkonstruktion transfonmiert ist Die transgenen Pflanzenzellen werden anschliessend unter geeigneten, 
dem Fachmann bekannten Kultivierungsbedingungen kultiviert, so dass sie Schosslinge und Wurzeln ausbil- 
den und ietztiich ganze Pflanzen resultieren. 

Eine weitere Moglichkeit zur Transformation pflanzlichen Materials besteht in einer gemisch ten Infektion 
unter Verwendung von sowohl Agrobacterium rhizogenes als auch transformiertem y^grooacfer/i/m tumefaciens 

45 wie es von Petit et al (1986) fur die Transformation von Karotten beschrieben ist. Das Mischungsverhaitnis 
muss dabei so aufeinander abgestimmt werden, dass die aufgrund der A rhizogenes Transformation gebilde- 
ten Wurzelchenkolonien auch einen hohen Anteii an A. tumefaciens Ti-Plasmiden enthalten. Dies kann z.B. 
dadurch erreicht werden, dass man A. rhizogenes und A. tumefaciens in einem Mischungsverhaitnis von 1:1 
bis 1:100, vorzugsweise aber in einem Mischungsverhaitnis von 1:10 in bekannter Weise gemeinsam auf das 

so Pflanzenmaterial appliziert. Die transgenen Pflanzen werden anschliessend unter geeigneten, dem Fachmann 
bekannten Kultivierungsbedingungen kultiviert, sodass sie Schosslinge und Wurzel ausbilden und Ietztiich 
ganze Pflanzen resultieren. 

Das Vermischen der beiden Agrobacterium Spezies erfolgt vorteilhafterweise erst kurz vor der eigentlichen 
Inokulation des zu transformierenden pflanzlichen Materials. 
55 Die erfindungsgemasse chimare Genkonstruktion lasst sich somit beispielsweise mit Hilfe des Ti-Plasmids 

von Agrobacterium tumefaciens oder des Ri-Piasmids von Agrobacterium rhizogenes in geeignete Pflanzen- 
zellen iiberfuhren. Das Ti-Plasmid bzw. das Ri-Plasmid wird im Verlaufe der Infektion durch Agrobacterium auf 
die Pflanze ubertragen und stabil ins Pflanzengenom integriert. 
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Sowohl Ti-Piasmide als auch Ri-PIasmide besitzen zwei Regionen, die fur die Herstellung transformierter 
Zellen essentieil sind. Eine davon, die Transfer-DNA (T-DNA) Region, wird auf die Pfianze ubertragen und fuhrt 
zur Induktion von Tumoren. Die andere, die virulenzverieihende (vir) Region, ist nur fur die Ausbildung, nicht 
aber fur die Aufrechterhaltung der Tumoren essentieil. 
5 Die Transfer-DNA Region kann in ihren Dimensionen durch Einbau der chimaren Genkonstruktion vergrdssert 
werden, ohne dass die Uebertragungsfahigkeitbeeintrachtigt wird. Durch Entfemen dertumorverursachenden 
Gene und durch Einbau eines seiektionierbaren Markers kann das modifizierte Ti- bzw. Ri-Plasmid als Vektor 
fur den Transfer der erfindungsgemassen Genkonstruktion in eine geeignete Pflanzenzelle verwendet werden. 

Die vir-Region bewirkt den Transfer der T-DNA Region von Agrobacterium auf das Genom der Pflanzen- 
10 zelle, unabhangig davon, ob die T-DNA-Region und die vir-Region auf demselben Vektor oder auf verschie- 
denen Vektoren innerhalb derselben Agrobacterium-ZeUe vorliegen. Eine vir-Region auf einem Chromosom 
induziert ebenso den Transfer der T-DNA von einem Vektor in eine Pflanzenzelle. 

Im Rahmen dieser Erfindung wird daher bevorzugt ein System zur Uebertragung einer T-DNA-Region von 
Agrobacterium in Pflanzenzellen verwendet, bei dem die vir-Region und die T-DNA-Region auf verschiedenen 
15 Vektoren Iiegen. Ein solches System ist unter dem Begriff "binares Vektor-System" bekannt und der die T-DNA 
enthaltende Vektor wird entsprechend als ein "binarer Vektor" bezeichnet. 

Jeder T-DNA enthaltende Vektor, der in Pflanzenzellen ubertragbar ist und der eine Selektion dertrans- 
formierten Zellen eriaubt, ist fur die Verwendung im Rahmen dieser Erfindung geeignet. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein 'Shuttle 1 - Vektor, der die erfindungsgemasse chi- 
20 mare genetische Konstruktion zwischen der Linken (LB) und Rechten Bordersequenz (RB) einkloniert enthalt 
und der in der Lage ist sowohl in E. coli als auch in A. tumefaciens stabil zu replizieren. 

Durch Anwendung neu entwickelter Transformationstechniken lassen sich mittlerweile in vitro im Prinzip 
auch solche Pflanzenspezies transformieren, die keine naturiichen Wirtspflanzen fur Agrobacterium sind. So 
sind beispielsweise monokotyle Pflanzen, insbesondere aber die Getreidearten sowie verschiedene Graser, 
25 keine naturiichen Wirte fur Agrobacterium, 

Es gibt namlich in der Zwischenzeit vermehrt Hinweise darauf, dass sich auch Monokotyledonen mit >4gro- 
bacterium transformieren lassen, so dass unter Verwendung von neuen experimentellen Ansatzen, die jetzt 
verfugbar werden, auch Getreide und Graser-Spezies einer Transformation zuganglich werden [Grimsley NH 
efa/(1987)]. 

30 Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die sog. Blattscheiben-Transformation ("Leaf Disk Transforma- 

tion") unter Verwendung von Agrobacterium [Horsch et al (1 985)]. Sterile Blattscheiben einer geeigneten Ziel- 
pflanze werden dabei mit Agrobacterium Zellen, die eine der erfindungsgemassen chimaren 
Genkonstruktion en enthaiten, inkubiert und anschliessend in oder auf ein geeignetes Nahrmedium uberfuhrt. 
Besonders geeignet und daher im Rahmen dieser Erfindung bevorzugt sind LS Medien, die durch Zusatz von 

35 Agar verfestigt sind und die mit einem oder mehreren der ublicherweise verwendeten pflanzlichen Wachstums- 
regulatoren, insbesondere abersolchen ausgewahlt aus der Gruppe der Auxine bestehend aus a-Naphthyles- 
sigsaure, Picloram, 2,4,5-Trichlorphenoxyessigsaure, 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure, Indol-3-buttersaure, 
lndol-3-milchsaure, lndol-3-bemsteinsaure, lndol-3-essigsaure, p-Chlorphenoxyessigsaure sowie aus der 
Gruppe der Cytokinine bestehend aus Kinetin, 6-Benzyladenin, 2-lsopentenyladenin und Zeatin, angereichert 

40 sind. Die bevorzugte Konzentration der Auxine und Cytokinine liegt in einem Bereich von 0.1 mg/l und 10 mg/l. 

Nach mehrtagiger Inkubation, vorzugsweise aber nach 2 bis 3tagiger Inkubation bei einer Temperatur von 
20°C bis 40°C, vorzugsweise von 23°C bis 35°C und ganz besonders bevorzugt von 25°C und diffusem Licht 
werden die Blattscheiben zur Sprossinduktion auf ein geeignetes Medium tranferriert. Besonders bevorzugt 
zur Selektion derTransformanten ist ein LS Medium, das kein Auxin, dafur aber ein Cytokinin enthalt, und mit 

45 einer Selektivsubstanz versetzt ist Die Kulturen werden im Licht gehalten und in geeigneten Abstanden, vor- 
zugsweise aber in einwochigen Intervallen auf frisches Medium ubertragen. Sich entwickelnde grune Sprosse 
werden ausgeschnitten und in einem Medium, das eine Bewurzelung der Sprosse induziert, weiterkultiviert. 
Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein LS Medium, das kein Auxin und kein Cytokinin enthalt, 
zur Selektion der Transformanten aber mit einer Selektivsubstanz versetzt ist. 

so Neben der i4grotecfe/7'um-vermittelten Transformation sind im Rahmen dieser Erfindung fur die Einschleu- 

sung der erfindungsgemassen Genkonstruktionen in pflanzliches Material auch direkteTransformationsverfah- 
ren anwendbar. 

So kann das genetische Material, das in einem Vektor enthaiten ist, beispielsweise mit Hilfe rein physika- 
lischer Massnahmen direkt in die pflanzliche Zelle eingeschleust werden, wie z.B. durch Mikroinjektion unter 
55 Verwendung fein ausgezogener Mikropipetten [Neuhaus et a! (1987)] oder durch Beschuss der Zellen mit 
Mikroprojektilen, die mit der transformierenden DNA beschichtet sind r'Microprojectile Bombardment"; Wang 
Y-Cef a/(1988)]. 

Weitere Moglichkeiten fur den direkten Transfer von genetischem Material in die pflanzliche Zelle bestehen 
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in der Behandlung der Protoplasten mit die Plasmamembran modifizierenden Verfahrensmassnahmen, wie 
z.B. der Polyethylenglykol Behandlung, der Hitzeschockbehandlung oder der Elektroporation sowie einer Kom- 
bination dieser Verfahrensmassnahmen [Shiilito etai (1985)]. 

Bei der Elektroporations-Technik werden pflanzliche Protoplasten zusammen mit Plasrniden, die die 
5 hybride Genkonstruktion enthalten, elektrischen Impulsen hoher Feldstarke ausgesetzt. Dies fuhrt zu einer 
reversiblen Permeabilitatserhdhung von Biomembranen und ermoglicht damit die Einschleusung derPIasmide. 
Elektroporierte pflanzliche Protoplasten emeuern ihre Zeliwand, teiien sich und biiden Kallusgewebe. Die 
Seiektion der transformierten Pflanzenzeilen kann mit Hilfe der zuvor beschriebenen phaenotypischen Marker 
erfolgen. 

10 Ein weiteres Verfahren furdie direkte Einfuhrung von genetischem Materia! in Pflanzenzeilen, das auf rein 

chemischen Verfahrensmassnahmen beruht und eine sehr effiziente und schnelle Durchfuhrung der Transfor- 
mation ermoglicht, ist bei Negrutiu I era/ (1987) sowie bei Goodall G era/ beschrieben. 

Ebenfallsgeeignetfurdie Transformation pflanzlichen Materials ist der direkte Gentransferunter Verwen- 
dung der Co-Transformation (Schocher RJ et al 1986). 

15 Bei der Co-Transformation handelt es sich um eine Methode, die auf der gleichzeitigen Aufnahme und Inte- 

gration verschiedener DNA-Molekuie (nicht-selektionierbares und selektionierbares Gen) ins pflanzliche 
Genom beruht, und die daher das Auffinden von Zellen, die mit nicht selektierbaren Genen transformiert sind, 
ermoglicht 

Die zuvor gegebene beispielhafte Auflistung moglicherTransformationsverfahren erhebtkeinen Anspruch 
20 auf Vollstandigkeit und soil den Erfindungsgegenstand in keiner Weise einschranken. 

Diejenigen Zellklone, die die hybride Genkonstruktion in ihr Genom eingebaut enthalten, werden mit Hilfe 
ublicher Selektions-, Screening- und Nachweismethoden ausgelesen und fur die Regeneration transgener 
Pflanzen verwendet 

Die Regeneration von in Kultur gehaltenen Protoplasten zu ganzen Pflanzen ist z.B. bei Potrykus I und 
25 Shiilito RD (1986) beschrieben. 

Die Regenerate nsverfahren unterscheiden sich von Pflanzenspezies zu Pfianzenspezies. Im allgemeinen 
aber werden die Protoplasten in einem derbekannten Kuiturmedien zur Teilung und Zeiiwandbildung angeregt. 
Es entstehen schliesslich Kalluskulturen, welchedurch Behandlung mit bestimmten Wirkstoffen, wie z.B. Auxi- 
nen und Cytokininen zur Wurzel- bzw. Sprossbildung induziert werden konnen. 
30 Die so gewonnenen Pflanzchen konnen anschliessend in Erde ubertragen und in gleicher Weise wie nor- 

male Samlinge weiterkultiviert werden. 

Eine effiziente Regeneration hangt in erster Linie vom Medium, vom Genotyp und von der Vorgeschichte 
der Kultur ab. Werden diese drei Variabien hinreichend kontroliiert, dann ist die Regeneration vollstandig repro- 
ducer- und wiederholbar. 

35 Die regenerierten transgenen Pflanzen, welche ein in der pflanzlichen Zelle exprimierbares Strukturgen 

der zuvor beschriebenen hybriden Genkonstruktion als integralen Bestandteil des pflanzlichen Genoms ent- 
halten, kann vegetativ vermehrt werden, vorzugsweise in Form steriier Spross-Kulturen. 

Die stabile Integration eines funktionsfahigen exprimierbaren Gens ins pflanzliche Genom der regenerier- 
ten transgenen Pflanzen wird anhand der mitotischen Stabilitat des integrierten Gens sowie aufgrund des Ver- 
40 haltens als Mendeisches Merkmal wahrend der Meiose und unter Verwendung der "Southern blot" Analyse 
(Southern EM, 1975) verifiziert. 

Ebenfalls umfasst vom breiten Konzept dieser Erfindung ist somit transgenes pflanzliches Material, aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Protoplasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Samen, Embryonen, 
Pollen, Eizellen, Zygoten, etc. sowie insbesondere auch ganzen, fertilen Pflanzen, das mit Hilfe der zuvor 
45 beschriebenen Verfahren transformiert worden ist und die erfindungsgemasse rekombinante DNA in exprimier- 
barer Form enthalt sowie Verfahren zur Herstellung besagten transgenen pflanzlichen Materials. 

Das Verfahren zur Herstellung von transformiertem pflanzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, 
das gezieltin die pflanzliche Vakuole eingeschieustwird, istim wesentlichen dadurch charakterisiert, dass man: 

(a) zunachst die fur die fur eine gezielte Einschleusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz aus 
50 einer geeigneten Quelle isoliert Oder diese mit Hilfe bekannter Verfahren synthetlsiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3'-terminale Ende einer beliebigen exprimierbaren DNA-Sequenz ope- 
rabel inseriert; 

(c) das fertige Konstrukt in einen Pflanzen expressions vektor unter die Kontrolle von in Pflanzen aktiven 
Expressionssignalen einkioniert; und 

55 (d) besagten Expressionsvektor mit Hilfe bekannter Verfahren in pflanzliches Material transformiert und 

dort exprimiert. 

Handelt es sich bei der zu exprimierenden DNA nicht um ein Strukturgen, das bereits natuiiicherweise ein 
N-terminales Signalpeptid kodiert, so ist es vorteilhaft, zusatzlich eine DNA Sequenz, die fur ein solches Signal- 
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peptid kodiert, operabel in die 5'-termina!en Region der zu exprimierenden DNAzu inserierten. 

Ebenso umfasst von der voriiegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von transformiertem 
pflanzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, das gezielt in den extrazellularen Raum sezerniert wird, 
das im wesentlichen dadurch charakterisiert ist, dass man: 
5 (a) eine fur ein solches Genprodukt kodierende DNA-Sequenz isoliert; 

(b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting'-Sequenz 
vom C-terminalen Ende entfernt; 

(c) besagte deletierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einspleisst; und 

(d) das fertige Konstrukt in pfianzliches Material transformiert. 

10 Bevorzugt im Rahrnen dieser Erfindung sind transgene Pflanzen, einschliesslich ihrer sexuellen und ase- 

xuellen Nachkommenschaft, die aus pflanzlichem Material, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Proto- 
plasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Samen, Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten, etc. regenerierbar 
sind und eines der erfindungsgemassen rekombinanten DNA-Molekule enthalten. 

Ebenfalls bevorzugt sind transgene Pflanzen einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen Nachkommen- 

15 schaft, die gegenuber dem Wildtyp einen signifikant erhohten Proteingehalt in der pflanzlichen Vakuole 
und/oder im Extrazellularraum aufweisen. 

Besonders bevorzugt sind transgene Pflanzen einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen Nachkom- 
menschaft, die gegenuber dem Wildtyp einen signifikant erhohten Chitinasegehalt in der pflanzlichen Vakuole 
ausweisen. 

20 Ebenfalls besonders bevorzugt sind transgene Pflanzen einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen 

Nachkommenschaft, die gegenuber dem Wildtyp einen signifikant erhohten Chitinasegehalt im Extrazellular- 
raum der Pflanze ausweisen. 

Unter den Begriff der asexuellen und/oder sexuellen Nachkommenschaft transgener Pflanzen fallen defi- 
nitionsgemass im Rahrnen dieser Erfindung somit auch alie Mutanten und Varianten die mit Hilfe bekannter 
25 Verfahren, wie z.B. durch Zellfusionen Oder Mutantenselektion gewonnen werden konnen, und welche noch 
die charakteristischen Eigenschaften der transformierten Ausgangspflanze aufweisen, sowie samtliche Kreu- 
zungs-und Fusionsprodukte mit dem transformierten Pflanzen materia I. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft das Vermehrungsgut transgener Pflanzen. 
Unter Vermehrungsgut transgener Pflanzen soil im Rahrnen dieser Erfindung jedes beliebige pflanziiche 
30 Material verstanden werden, das sich auf sexuellem oder asexuellem Wege bzw. in-vivo Oder in-vitro vermeh- 
ren lasst Als besonders bevorzugt sind im Rahrnen dieser Erfindung in erster Linie Protoplasten, Zellen, Kalli, 
Gewebe, Organe, Samen, Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten anzusehen, sowie jedes beliebige andere 
Vermehrungsgut das von transgenen Pflanzen erhalten werden kann. 

Pflanzenteile, wie z.B. Bluten, Stengel, Fruchte, Blatter, Wurzein, die von transgenen Pflanzen oder deren 
35 Nachkommen stammen, die zuvor mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens transformiert worden sind und 
die somit wenigstens zum Teil aus transgenen Zellen aufgebaut sind, sind ebenfalls Gegenstand dieser Erfin- 
dung. 

Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich fur die Transformation aller Pflanzen, insbesonderesolchen 
der systematischen Gruppen Angiospenvae und Gymnospermae. 

40 Unter den Gymnospermae sind von besonderem Interesse die Pflanzen der Klasse Coniferae. 

Unter den Angiospermae sind neben den Laubbaumen und Strauchern von besonderem Interesse Pflan- 
zen derFamilien Solanaceae, Cruciferae, Compositae, Liliaceae, Vftaceae, Chenopodiaceae, Rutaceae, Allia- 
ceae, Amaryllfdaceae, Asparagaceae, Orchidaceae, Palmae, Bromeliaceae, Rubiaceae, Theaceae, 
Musaceae, Malvaceae oder Gramineae und der Ordnung Legum/nosae und hier vor allem der Familie Papi- 

45 lionaceae. Bevorzugt sind Vertreter der Familien Solanaceae, Cruciferae und Gramineae. 

Zu den Zielkulturen im Rahrnen der voriiegenden Erfindung zahlen beispielsweise auch jene, ausgewahlt 
aus der Reihe: Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifoiium, Trigonella, Vigna, Cftrus, Unum, Geranium, 
Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, A tropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lyco- 
persion, Nicotians, Sofanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Gossy- 

50 pium, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, 
Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browailia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, Ipomoea, Passiflora, Cyc- 
lamen, Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, Allium, Lilium, Narcissus, Ananas, Arachis, Phase- 
of us und Pisum. 

Aufgrund neuer Enwicklungen auf dem Gebiet der in vitro Kultivierung von Pflanzen, vornehmlich im 
55 Bereich der Pflanzen regeneration, ist es inzwischen moglich, auch bei Vertretern aus der Familie der Grami- 
neae, ausgehend von pflanzlichen Protoplasten, ganze Pflanzen zu regenerieren. Beispiele von erfolgreich 
durchgefuhrten Regenerationsexperimenten bei Gramineen sind u.a. bei Yamada Y era/ (1986) fur Reispro- 
toplasten, bei Rhodes era/(1988) undShiilito RD et al (1989) fur Maisprotoplasten sowie bei Horn ef a/(1988) 
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fur Dactyfis glomerata Protoplasten beschrieben. 

Es konnen im Rahmen dervoriiegenden Erfindung daherauch diefolgenden Pflanzen verwendet werden: 
Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, Saccharum, Bromus, Oryzae, Avena, Hordeum, Secafe und Setaria. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand dieser Erfindung betrifft somit transgene Pflanzen aus der Gruppe 
5 der Graminaceae einschliesslich ihrer sexuellen und asexueilen Nachkommenschaft, die aus pflanzlichem 
Material, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Protoplasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Samen, 
Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten, etc. regenerierbarsind und eines der erfindungsgemassen rekombinan- 
ten DNA-Molekiile enthalten. 

Die reifen Pflanzen, die aus transform ierten Pflanzenzellen herangezogen wurden, werden zur Samenpro- 
10 duktion mit sich selbst gekreuzt. Einige der Samen enthalten die Gene, die fur eine nutziiche und wunschens- 
werte Eigenschaft kodieren in einem Verhaltnis, das genau den etablierten Gesetzen der Vererbung gehorcht. 
Diese Samen konnen zur Produktion transgener Pflanzen verwendet werden. 

Homozygote Linien konnen durch wiederholte Selbstbestaubung und Herstellung von Inzuchtlinien gewon- 
nen werden. Diese Inzuchtlinien konnen dann wiederum zur Entwicklung von Hybriden verwendet werden. Bei 
15 diesem Verfahren wird eine Inzuchtlinie, die besagtes Fremdgen enthalt, mit einer anderen Inzuchtlinie zur Pro- 
duktion gekreuzt. 

Nach der allgemeinen Beschreibung der vorliegenden Erfindung soil nun zum besseren Verstandnis auf 
spezifische Ausfuhrungsbeispiele Bezug genommen werden, die zum Zwecke der Illustration in die Beschrei- 
bung mitaufgenommen werden, und die keinen iimitierenden Charakter haben, es sei denn, es wird speziell 
20 darauf hingewiesen. 

In der im folgenden im Detail beschriebenen spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
wird eine basische Chitinase sowie eine nicht verwandte Klasse Ml Chitlnase [Gurkenchitinase], die naturlicher- 
weise in den extrazellularen Raum sektretiert wird und keine Homologiezu Klasse I oder II Chitinasen aulweist, 
mit und ohne erfindungsgemasse Targeting'-Sequenz in Nicotiana sylvestn's Pflanzen exprimiert und ihre 

25 Lokalisation innerhalb der pflanzlichen Zelle bestimmt. 

Der Nachweis fur die Notwendigkeit der C-terrninalen Extension der naturiicherweise vakuolar vorliegen- 
den Proteine fur eine zielgerichtete Lokalisation in die Vakuoie sowie fur die prinzipielle Moglichkeit zur geziel- 
ten Ausschleusung besagter Proteine in den extrazellularen Raum, lasstsich anhand einer basischen Chitinase 
sowie einer basischen Glucanase aus Tabak fuhren. Dabei werden die 7 bzw. 22 C-terminalen Aminosauren, 

30 welche die C-terminale Extension dieser naturiicherweise vakuolar vorliegenden Proteine ausmachen, entfernt 
bzw inaktiviert, indem man mittels Oligonucleotid-Mutagenese ein geeignetes Stopp Codon an der entspre- 
chenden Stelle innerhalb der kodierenden Sequenz plaziert Die fuhrt in der Folge zu einer Ausschleusung der 
mutierten Chitinase bzw. Glucanase in den extrazellularen Raum. 

Urn dagegen zu demonstrieren, dass besagte erfindungsgemasse Targeting'-Sequenz daruberhinaus in 

35 der Lage ist, ein assoziiertes Proteinmolekul gezielt in die Vakuoie zu dirigieren, wird die C-terminale Sequenz 
einer basischen Chitinase aus Tabak mit einer sauren Chitinase aus Gurkenblatter verknupft. Dabei geht man 
so vor, dass zunachst die 5'-nichtkodierende Sequenz aus einer basichen Tabakchitinase sowie die ebenfalls 
in diesem Bereich lokalisierte, fur ein Signalpeptid kodierende Sequenz mit der die reife Grukenchitinase kodie- 
renden Sequenz verknupft wird. Anschliessend wird das 3'-Ende dieses Konstrukts uber ein Linkerfragment 

40 eine 9 Aminosauren kodierende Sequenz aus der C-terminalen Extension des Tabakchitinasegens angehangt. 
Die zuvor beschriebenen Kontrukte werden dann unter die Kontrolle eines starken CaMV 35 S Promotors 
gebracht und mittels Agro/>acfer/um-Transfonmation in Nicotiana sysvestris Pflanzen eingeschleust. 

Nach erfolgter Transformation werden transgene Pflanzen, welche eine starke Chitinaseexpression zei- 
gen, selektiert und fur die Analyse der Chitinaselokalisation erwendet. Es werden Protoplasten hergestellt und 

45 die spezifischen Aktivitaten der Chitinase in Homogenaten und Protoplasten verglichen. 

Zur Bestimmung der subzellularen Lokalisation der intrazeilularen Chitinase werden Vakuolen aus Proto- 
plasten isoliert. 

NICHTLIMITIERENDE AUSFUHRUNGSBEISPIELE 

50 

Allgemeine rekombinante DNA-Techniken 

Da vieiederin dieser Erfindung genutzten rekombinanten DNA-Techniken Routine fur den Fachmann sind, 
ist eher hier eine kurze Beschreibung dieser allgemein gebrauchten Techniken enthalten als jedesmal dort, 
55 wo sie erscheinen. Bis darauf, wo extra darauf hingewiesen wird, sind alle diese Verfahren in der Referenz 
von Maniatis ef al (1982) beschrieben. 
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A. Schneiden mit Restriktionsendonukleasen 

Typischerweise sind etwa 50 bis 500 jig/ml DNA In dem Reaktionsansatz enthalten, in der vom Hersteller, 
New England Biolabs, Beverly, MA., empfohlenen Puffenosung. 2 bis 5 Einheiten von Restriktionsendonukle- 
5 asen werden fur jedes jag DNA hinzugefugt und der Reaktionsansatz bei der vom Hersteller empfohlenen Tem- 
peratur fur eine bis drei Stunden inkubiert. Die Reaktion wird durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C oderdurch 
Extraktion mit Phenol, gefolgt durch Prazipitation der DNA mit Ethanoi, beendet Diese Technik wird auch auf 
den Seiten 104 bis 106 der Maniatis et a\ (1982)-Referenz beschrieben. 

10 B. Behandlung der DNA mit Polymerase, um glatte Enden zu erzeugen 

50 bis 500 u.g/ml DNA-Fragmente werden zu einem Reaktionsansatz hinzugefiigt, in dem vom Hersteller, 
New England Biolabs, empfohlenen Puffer. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier Desoxynukleotidtriphosphate 
in Konzentrationen von 0.2 mM. Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 15°C und wird dann durch 10 

15 minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. Fur Fragmente, die durch Schneiden mit Restriktionsendonukleasen 
erhalten werden, welche 5'-hervortretende Enden erzeugen, wie EcoRI und BamHI, wird das grosse Fragment, 
oder Klenow-Fragment, der DNA-Poiym erase benutzt. Fur Fragmente, die durch Endonukieasen erhalten wer- 
den, welche 3'-hervortretende Enden erzeugen, wie Pstl und Sacl, wird die T4-DNA-Po!ymerase benutzt. Die 
Verwendung dieserzwei Enzyme wird auf den Seiten 113 bis 121 der Maniatis efal (1982)-Referenzbeschrie- 

20 ben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten von Gelen 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in einem horizontalen Apparat durchgefuhrt, wie auf den Seiten 150 
25 bis 163 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. Der benutzte Puffer ist der dort beschriebene Tris-Borat- puf- 
fer. Die DNA-Fragmente werden durch 0.5 ug/ml Ethidiumbromid gefarbt, das entweder im Gel- Oder Tankpuffer 
wahrend der Elektrophorese vorhanden ist oder nach der Elektrophorese hinzugefugt wird. Die DNA wird durch 
Beleuchtung mitlangwelligem Ultraviolettlichtsichtbargemacht. Wenn die Fragmente vom Gel abgetrennt wer- 
den sollen, wird eine Agarose verwendet, die bei niedriger Temperatur geliert und von Sigma Chemical, St. 
30 Louis, Missouri, bezogen werden kann. Nach der Elektrophorese wird das gewunschte Fragment ausgeschnit- 
ten, in ein Plastikrohrchen gegeben, etwa 15 Minuten auf 65°C erhitzt, dreimal mit Phenol extrahiert und zwei- 
mal mit Ethanoi gefallt. Dieses Verfahren ist gegenuber dem von Maniatis et al (1982) auf Seite 170 
beschriebenen leicht verandert. 

Als Alternative kann die DNA aus der Agarose mit Hilfe des Geneclean Kits (Bio 101 Inc., La Jolla, CA, 
35 USA) isoliert werden. 

D. Hinzufugen von synthetischen Linkerfragmenten an DNA-Enden 

Wenn es erwunscht ist, eine neue Endonukleaseschnittstelle an das Ende eines DNA-Molekuls anzufugen, 
40 wird das Molekul gegebenenfalls zuerst mit DNA-Polymerase behandelt, um glatte Enden zu erzeugen, wie 
im obigen Abschnitt beschrieben. Etwa 0. 1 bis 1.0 jag dieses Fragments wird zu etwa 10 ng phosphorylierter 
Linker-DNA gegeben, die von New England Biolabs bezogen wurde, in einem Volumen von 20 bis 30 u.! mit 2 
u.l T4 DNA-Ligase von New England Biolabs, und 1mM ATP in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer. Nach 
einer Inkubation uber Nacht bei 15°C wird die Reaktion durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. 
45 Der Reaktionsansatz wird auf etwa 100 pi in einem Puffer verdunnt, der richtig fur die Restriktionsendo- 

nuklease ist, die die synthetische Linkersequenzschneidet. Ungefahr 50 bis 200 Einheiten dieser Endonukle- 
ase werden hinzugefugt. Die Mischung wird 2 bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur inkubiert, dann 
wird das Fragment einer Agarose-Gelelektrophorese unterworfen und gereinigt wie oben beschrieben. Das 
resultierende Fragment wird nun Enden haben mit Endigungen, welche durch Schneiden mit der Restriktion- 
50 sendonuklease erzeugt wurden. Diese Enden sind gewohnlich kohasiv, so dass das resultierende Fragment 
nun leicht an andere Fragmente mit den gieichen kohasiven Enden geknupft werden kann. 

E. Entfemen von 5'-terminalen Phosphaten von DNA-Fragmenten 

55 Wahrend der Plasmidklonierungsschritte vermindert die Behandlung des Vektorplasmids mit Phosphatase 

die Rezirkularisation des Vektors (diskutiert auf Seite 13 der Maniatis ef al-Referenz). Nach Schneiden der DNA 
mit der richtigen Restriktionsendonuklease wird eine Einheit alkalische Phosphatase aus dem Darm von Kal- 
bern hinzugefugt, die von Boehringer-Mannheim, Mannheim, erworben wurde. Die DNA wird eine Stunde bei 
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37°C inkubiert und anschliessend zweimal mit Phenol extrahiert und mit Ethanol gefallt. 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente 

5 Wenn Fragmente mit komplementaren kohasiven Enden miteinander verknupft werden sollen, werden 

etwa 1 00 ng von jedem Fragment in einem Reaktionsgemisch von 20 bis 40 \x\ mit etwa 0.2 Einheiten T4 DNA- 
Ligase von New England Biolabs im vom Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkubation wird 1 bis 20 
Stunden lang bei 15°Cdurchgefuhrt. Wenn DNA-Fragmente mitglatten Enden verknupft werden sollen, werden 
sie inkubiert wie oben, bis darauf, dass die Menge der T4 DNA-Ligase auf 2 bis 4 Einheiten erhoht wird. 

10 

G. Die Transformation von DNA in E. coli 

E. coli Stamm HB101 wird fur die meisten Experimente verwendet. DNA wird mit dem Kalziumchloridver- 
fahren, wie es von Maniatis et al (1982), Seiten 250 bis 251, beschrieben wurde, in E. col/eingefuhrt. 

15 

H. Screening von E.coli auf Plasmide 

Nach der Transformation werden die resultierenden Kolonien von E. coli auf das Vorhandensein des 
gewunschten Plasmids durch ein schnelles Plasmidisoiationsverfahren gepriift. Zwei gebrauchliche Verfahren 
20 werden auf den Seiten 366 bis 369 der Maniatis et al (1 982)-Referenz beschrieben. 

I. isolierung von Plasmid-DNA in grossem Massstab 

Verfahren zur Isoiierung von Plasmiden aus E.coli in grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 94 
25 der Maniatis et al (1982)-Referenz beschrieben. 

J. Klonierung in M13 Phagenvektoren 

Diefolgende Beschreibung istso zu verstehen, dass die doppelstrangige replikative Form der Phage M13- 
30 Abkommlinge fur Routineverfahren, wie Schneiden mit Restriktionsendonuklease, Verknupfen etc., benutzt 
wird. 

Enzyme konnen, wenn nicht extra darauf hingewiesen wird, von Boehringer, Bioiabs (BRL), bezogen wer- 
den. Sie werden entsprechend den Angaben des Hersteilers verwendet, es sei denn, es wird gesondert darauf 
hingewiesen. 

35 

K. Southern blot-Analyse 

Die extrahierte DNA wird dabei zunachst mit Restriktionsenzymen behandelt, anschliessend einer Elek- 
trophorese in einem 0,8%igen bis 1 %igen Agarose-Gel unterworfen, auf eine Nitrozellulosemembran [Sout- 
40 hern EM (1975)] transferiert und mit der nachzuweisenden DNA, welche zuvor einer Nick Translation 
unterworfen wurde (DNA-spezifische Aktivitaten von 5 x 10 s bis 10 x 10 s c.p.m./u.g), hybridisiert. Die Filter wer- 
den dreimal je eine Stunde lang mit einer wassrigen Losung von 0.03 M Natriumcitrat und 0.3 M Natriumchlorid 
bei 65°C gewaschen. Die hybridisierte DNA wird durch Schwarzung eines Rdntgenfiims wahrend 24 bis 48 
Stunden sichtbar gemacht. 

45 

L. Western Blot Analyse 

Nach einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden die Proteine elektrophoretisch auf einen Nitro- 
cellulose- oder Nylonfilter ubertragen. Dieser Filter wird dann zunachst mit einem blockierenden Agens (z.B. 

so 5% Magermilchpulver in PBS: Miich-PBS) vorbehandelt Anschliessend wird der Filter mehrere Stunden mit 
einem Antiserum inkubiert, das mit der jeweils nachzuweisenden Verbindung (im vorliegenden Fall: Chitinase) 
reagiert. Der auf diese Weise vorbehandelte Filter wird mehrmais mit Milch-PBS gewaschen und dann mit ei- 
nem kommerziell erhaltlichen sekundaren Antikorper, der mit einem Enzym gekoppelt ist [z.B. Peroxidase 
gekoppelte Ziegen-anti-Kaninchen Antikorper (BIO RAD), 1:2000 verdunnt in Milch-PBS], inkubiert Der Filter 

55 wird nochmals in PBS gewaschen und anschliessend gemass den Angaben des Hersteilers [BIORAD] mit Chlo- 
ronaphtol und Wasserstoffperoxid angefarbt. Weiter Details sind in Sambrook et a/( 1989) angegeben. 
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M. Generelle Techniken fur die Generierung, Reinigung und automatische Sequenzierung von Peptiden, 

Reduktion und Alkylieaing: Gereinigtes, lyophylisiertes Protein wird in 6 M Guanidin-HCl enthaltend 1 M 
Tris-HCI (pH 8.6) und 10 mM EDTA gelost. Dithiothreito! (DDT) wird bis zu einer Endkonzentration von 20 mM, 

5 4-Vinylpyridin bis zu einer Endkonzentration von 50 mM zugegeben. Dieser Ansatz wird anschliessend unter 
Stickstoff 1.5 Stunden inkubiert. Das pyridylethyiierte Material wird dann uber eine HPLC [Aquapore Phenyl- 
saule (2.1 x 10 cm, Brownlee)] entsalzt Die Saule wird mit einem linearen, von 5% bis 80% reichenden Gra- 
dienten eines Acetonitriklsopropanol Gemisches (1:1) in 0. 1 % Trifluoressigsaure (TFA) eluiert. 

Cyanogen bromid Spaltung und Verdauung mit Pygroglutamatarninopeptidase: Die Cyanogenbromidspal- 

w tung wird in situ gemass Simpson und Nice (1984)durchgefuhrt. Eine Verdauung mit Pyroglutamataminopep- 
tidase [Boehringer Mannheim] kann gemass Allen (1981)durchgefuhrt werden. 

LysC Verdauung: Das Protein wird mit Endoproteinase Lys-C [Boehringer Mannheim] in 0.1 M Tris-HCI 
(pH 8.5) uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei Raumtemperatur verdaut, unter Verwendung eines 
EnzymiSubstrat Verhaltnisses von 1:10. Die resultierenden Peptide werden mit Hilfe einer HPLC [Aquapore 

15 C-8 Saule (1 x 22 cm, Brownlee)] isoliert. Als Elutionsmittel dient ein linearer Acetonitriklsopropanol (1 :1 ) Gra- 
dient (0% bis 60%) in 0. 1 % TFA. 

Trypsin Verdauung: Die Verdauung von Protein mit Trypsin [Cooper] wird in 0.1 M Ammoniumbicarbonat 
(pH 8.2) enthaltend 0.1 M Calciumchlorid bei einer Tern peratur von 37°C und einem EnzymiSubstrat Verhaltn is 
von 1 :100 durchgefuhrt. Die Inkubationsdauer betragt 5 Stunden. Die resultierenden Peptide werden uber eine 

20 HPLC abgetrennt [vergL Abschnitt C, oben]. 

Altemativ dazu kann die Verdauung auch bei einem EnzymiSubstrat Verhaltnis von 1 :50 in 0.1 M Tris-HCL (pH 
8.5) bei einer Temperatur von 37°C durchgefuhrt werden. Die Inkubationsdauer betragt in diesem Fall 24 Stun- 
den. Die resultierenden Peptide werden ubereine HPLC [Vydac C-1 8 Saule (2.1 x 150 mm)] unter Verwendung 
eines linearen (0% bis 60%) Acetonitriklsopropanol (1:1) Gradienten in 0.1% TFA aufgetrennt. 

25 Sequenzierung: Der automatisierte Edman Abbau wird mit Hilfe eines Applied Biosystems 470A Gaspha- 

sen Sequenzierers durchgefuhrt. Die Identifizierung der Phenylthiohydantoin (PTH) Aminosauren erfolgt unter 
Verwendung eines Applied Biosystems 129A PTH Analysators. 

Zur Illustration der eher allgemeinen Beschreibung sowie zum besseren Verstandnis der vorliegenden 
Erfindung soil nunmehrauf spezifische Ausfuhrungsbeispiele Bezug genommen werden, die keinen limitieren- 

30 den Charakter haben, es sei denn, es wird speziell darauf hingewiesen. Das gleiche gilt auch fur alle beispiel- 
haften Aufzahlungen, die in der vorangegangenen Beschreibung enthalten sind. 

I, Herstellung von cPNA- und genomischen Genbibliotheken aus Tabak 

35 Beispiel 1: Pflanzenmaterial 

Nicotians tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen werden entweder im Gewachshaus oder aber ausgehend 
von Oberflachen-sterilisierten Samen herangezogen. Die Oberflachensterilisation der Samen wird folgender- 
massen durchgefuhrt: 

40 20 bis 30 Samen werden in ein Sieb mit einer Porengrossen von ca. 200 nm gegeben und in 10 ml einer 
10%igen, kommerziell erhaltlichen Bleichiosung (NaOCI) inkubiert. Die Samen werden anschliessend mehr- 
mals mit sterilem destilHertem Wasser abgespult. 

In den folgenden Ausfuhrungsbeispieien wird vonrangig eine klonierte Linie parenchymatischen Markge- 
webes (N) verwendet, die gemass Eichholz et ai (1 983) aus Nicotiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen 

45 isoliert werden kann. 

Beispiel 2: Gewebekultur 

Das Tabakgewebe wird auf einem Basismedium kultiviert, das eine Salz- und Thiamin-HCI-Konzentration 
so nach Linsmeier und Skoog (1 965) (LS) aufweist und durch Zusatz von 1 0 g/l Agar verfestigt ist. Als weiteren 
Zusatz enthalt dieses Basismedium einen pH-lndikator, wie beispielsweise 5 mg/i Chlorphenolrot. Weitere 
Medien, die auf diesem LS Basismedium aufbauen und in den sich anschliessenden Ausfuhrungsbeispieien 
zur Anwendung kommen, enthalten als weitere Zusatze z.B. Kinetin (1.4 u-M) [Cytokinin-Medium] Oder a- 
Naphthyiessigsaure (10.7 ^iM) [Auxin-Medium] oder aber ein Gemisch aus Kinetin und a-Naphtylessigsaure 
55 [Auxin/Cytokinin-Medium (Medium A)]. 

Die Selektivmedien B und C enthalten kein a-Naphtylessigsaure, dafur aber eine Selektivsubstanz, mit 
deren Hilfe die Transformanten aus der grossen Anzahl nicht transforrnierter Zellen und Gewebe ausgelesen 
werden konnen. Die genaue Zusammensetzung dieser Selektivmedien ist in Abschnitt VII (Medien) wiederge- 
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geben. 

Die aus Nicotiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen isolierte Stamm-Linie (275N) wird in Intervalien 
von 21 Tagen auf einem Auxin/Cytokinin-Medium (10 ml) subkultiviert, d.h. jeweils auf neues Medium (10 ml) 
uberimpft und bei 25°C im Licht kultiviert. 
5 Zur Induktion hoher Chitinase-Spiegei in den kultivierten Geweben werden diese von dem 

Auxin/Cytokinin-Medium auf ein Hormon-freies Basismedium uberimpft. Weitere Einzelheiten zur Kultivierung 
von Pflanzengeweben und zur Induktion von Chitinase sind bei Felix und Meins ( 1985)beschrieben. 

Beispiei 3: Herstellung von Tabakprotoplasten 

10 

1 00 ml einer 2 Tage alten Tabak Zellsuspension gemass Beispiei 1 wird mit einem gleichen Volumen einer 
doppelt konzentrierten Enzymiosung gemischt. Die Enzymiosung enthalt die folgenden Bestandteile: 



CellulaseR.10Onozuka® 10.0 g/1 
(Yakuit Honsha, Tokyo, Japan) 

Macerase (Pektinase from Rhizopus sp. 9 2.5 g/1 
Behring Diagnostics, La Jolla, CA) 

Pectolyase Y-23® 1.0 g/1 
(Seishin Pharm. Co., Tokyo, Japan) 

CaN0 3 . 4H 2 0 1.45 gfl 

MgS0 4 .7H 2 0 0.5 g/1 

NH4H2PO4 0.23 g/1 

KNO3 1-2 g/1 

D-Mannit (pH 5.70) 73.0 g/1 



Obige Enzymiosung wird zentrifugiert und durch ein 0.2 mm Filter steril is iert. 

Der Ansatz bestehend aus Tabak-Suspensionskultur und Enzymiosung wird 5 Stunden bei Zimmertem- 
35 peratur auf einer Rundschuttelmaschine (40 Upm) vorsichtig bewegt. In bestimmten Zeitabstanden werden aus 
diesem Ansatz Proben entnommen und mikroskopisch analysiert. Die enzymatische Verdauung wird solange 
fortgesetzt, bis ca. 80% derZellen in sparische Protoplasten umgewandelt sind. Die Inkubationsgefasse wer- 
den dann von der Schuttelmaschine genommen. Man lasst die Zell-/Protoplastensuspension absefzten und 
entfernt die obere Halfte des Mediums, die keine Zellen oder Protoplasten enthalt durch Absaugen mit einer 
40 Pipette und verwirft diese. Der Rest wird in 50 ml Zentrifugenrdhrchen uberfuhrt und 10 Minuten bei 500 Upm 
in einer klinischen Zentrifuge (Modell HN-SII, IEC) zentrifugiert. Die Protoplasten-haltigen Pellets werden in 
einer Rinse i-Losung [verlgeiche Abschnitt VII] resuspendiert und anschliessend erneut 10 Minuten bei 1'000 
Upm zentrifugiert. 

Die Bande mit den Protoplasten befindet sich am oberen Rand des Zentrrfugenrohrchens. Die Protopla- 
45 stenfraktion wird gesammelt und anschliessend erneut in Rinse l-Losung gewaschen. Die Protoplasten werden 
in ein Zentrifugenrohrchen zuruckuberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung in Eis aufbewahrt. 

Beispiei 4: Konstruktion einer cDNA Genbibliothek 

50 Die cDNA-Genbibliotek wird ausgehend von po!y(A)+ RNA hergestellt, welche aus einer klonierten Linie 

parenchymatischen Markgewebes von Nicotiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen (siehe Beispiei 1) 
erhaltlich ist Das Tabakgewebe wird zuvor gemass Beispiei 2 zur Produktion hoher Chitinasespielgel angeregt, 
indem man dieses auf einem hormonfreien LS-Basismedium kuitiviert. 

55 4.1. Isolierung von Gesamt-RNA 

Die Aufbereitung von Gesamt-RNA erfolgt im wesentlichen nach dem bei Lagrimini LM et al (1987) 
beschriebenen Verfahren. 
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In flussigem Stickstoff tiefgefrorenes Tabakgewebe wird zunachst in einem Morser grob zerstossen und 
dann in einen geeigneten Homogenisations-Puffer [(1 ) 7.56 M Guanidin HCI, 0.73 M Mercaptoethanol, 18.9 
mM Natriumacetat pH 5.0; oder (2) 4% (w/v) SDS, 0.1 M Tris-HCI pH 7.8 (1 Volumenteil) + 80% Phenol (v/v), 
0.1 % (w/v) Hydroxyquinolin, 0.1 M Tris-HCI pH 7.8 (1 Volumenteil); Oder (3) gemass Lagrimini LM et a/, (1987)] 

5 gegeben (2.5 ml Puffer pro Gramm Gewebe). Nach Zugabe eines gleichen Volumensteils Phenol wird dieser 
Ansatz homogenisiert, z.B in einem Polytron Homogenisator. Anschliessend wird ein halbes Volumen Chloro- 
form zugesetzt und die Emulsion fur etwa 15 Minuten vorsichtig durchmischt. Die verschiedenen Phasen wer- 
den dann uber eine Zentrifugation (10,400 g fur 10 Minuten) voneinander getrennt; die wassrige Phase wird 
verworfen. An dieser Stelle konnen wahlweise weitere Extraktionsschritte angeschlossen werden, z.B. in Form 

10 einer zusatziichen Phenol-Chloroform Extraktion oder einer zweimaligen Extraktion mit einem Gemisch aus 
PhenoI:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1). An die Extraktion schliesst sich der Prazipitationsschritt an. Die- 
ser erfolgt durch Zugabe von 0.3 M Natriumacetat und 2.5 Volumenteilen Ethanol. Das Prazipitat wird durch 
Zentrifugation gesammelt (10.400 g fur ca. 15 Minuten) und in 2 ml sterilem Wasser resuspendiert Nach 
Zugabe von Lithiumchlorid in einer Endkonzentration von 3 M wird der gesamte Ansatz bei 4°C uber Nacht 

15 inkubiert. Das Prazipitat wird dann erneut durch Zentrifugation gesammelt und das gebildete Pellet mit einge- 
kuhltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wird anschliessend getrocknet und in 500 \x\ sterilem Wasser resu- 
spendiert. Die Konzentration der Gesamt-RNA in dieser Preparation wird spektrophotometrisch bestimmt. 

Altemativ zu dem zuvor beschriebenen Verfahren kann die Gesamt-RNA auch aus Kallusgewebe isoiiert 
werden. Auch in diesem Fall kommen die zuvor beschriebenen Verfahrensschritte zur Anwendung, wobei als 

20 Ausgangsmateria! jedoch in Wurfel geschnittenes Kallusgewebe (ca. 3 mm) verwendet wird, das vor dem 
Homogenisations-Schritt zunachst in flussigem Stickstoff tiefgefroren und anschliessend in einem vorgekiihlten 
Morser zu einem freinen Pulver zerstossen wird. 

4.2. Isolierung polyadenylierter RNA 

25 

Poly(A)+ RNA wird mit Hilfe einer Oligo-d(T) Cellulosechromatographie (Collaborative Research, Lexing- 
ton, MA, USA) gemass an sich bekannter Verfahren isoiiert [siehe z.B. Mohnen (1979)]. 

Oligo-d(T) Cellulose wird zunachst 1 5 Minuten in 20 Volumenteilen 2.0 M NaCI gewaschen, anschliessend 
in sterilem Wasser suspendiert und auf eine Saule (1 .5 cm Durchmesser und 20 cm Lange) gepackt. Die Saule 

30 wird mit einer Pufferlosung (440 mM NaCI, 0.9 mM EDTA, 9 mM Tris-HCI, pH 7.5; oder 0.5 M NaCI, 10 mM 
Tris-HCI, pH 7.5) gewaschen bis das Eluat einen pH-Wert zwischen 7.0 und 7.6 aufweist. Anschliessend wer- 
den RNA Losungen mit einem RNA-Anteil zwischen 0.6 mg und 6.0 mg RNA in einem Volumen von 4.0 ml auf 
eine Endkonzentration von 1 mM EDTA und 10 mM Piperazin- 1,4-bis(2-ethansulfonsaure), pH 7.5 eingestellt. 
Die RNA wird durch 5 minutiges Erhitzen bei 70°C und anschliessendes Abkuhlen auf Eis denaturiert. Die 

35 gesamte Losung wird dann mit 0.1 Volumenteilen 4 M NaCI auf einen Wert von 0.36 M NaCI eingestellt. Die 
RNA Losung wird auf die Saule gegeben und die nicht polyadenylierte RNA [poly (A)- RNA] mit der oben 
erwahnten Pufferlosung eluiert. Die Absorption der Eluate wird mit Hilfe eines Spectrophotometers (Hitachi 
Modell 100-40, Hitachi, Tokyo, Japan) sowie eines angeschlossenen W+W Rekorders (Scientific Instruments, 
Basel, Schweiz) bestimmt. Sobald die Absorption die Basislinie erreicht hat, wird die an die Saute gebundene 

40 poly (A)+ RNA mit 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7.5 eluiert. Die Eluate werden in eine Losung aus 0.5 mM 
EDTA und 0.3 M Natriumacetat pH 5.0 gegeben und durch Zugabe von 2.5 Volumenteilen Ethanol prazipitiert. 
Die RNA wird anschliessend durch Zentrifugation bei 83*000 x g (30 bis 45 Minuten) gesammelt, unter Stickstoff 
getrocknet und in 1 mM EDTA f 10 mM Tris, pH 7.5 oder in Wasser resuspendiert. 

45 4.3. Konstruktion und Selektion von cDNA Klonen 

Poly(A)+ RNA wird mit Hilfe einer praparativen Ultrazentrrfugation (17 Stunden bei 57*000 g) uber einen 
5-25%igen (w/v) Saccharosegradienten (1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI, pH 7.5) in einzelne Fraktionen zerlegt. 
Die Fraktionen, welche die Infomation fur Chitinase enthalten, fassen sich anhand einer in vitro Translation 

50 unter Verwendung von anti-Chitinase Antikorpern identifizieren. Diese werden dann vereinigt und fur die wei- 
tere Aufarbeitung verwendet. 

Das Vorgehen fur die Herstellung von anti-Chitinase Antikorpern ist dem Fachmann bekannt und kann bei- 
spielsweise gemass dem bei Shinshi era/ (1985) bzw. bei Mohnen (1985) beschriebenen Verfahren durchge- 
fuhrtwerden. Dabei werden im wesentlichen Emulsionen mit gereinigten Chitinasepraparationen in komplettem 

55 Freunds Adjuvans in drei Monate alte weibliche Kaninchen (New Zealand white rabbit) injiziert Weitere Injek- 
tionen folgen nach einer bzw. zwei Wochen sowie anschliessend in monatlichen lntervallen. Die Blutentnahme 
erfolgt jeweils 7 bis 10Tage nach derlnjektion, wobei die Serumproben bei -20°C aufbewahrt werden. Immung- 
lobulin G wird uber eine Affinitatschromatographie an einer Protein A-Sepharose C1 4B Saule (Pharmacia) 
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gereinigt, anschliessend lyophilisiert und bei -20°C aufgehoben. 

Die Synthese doppelstrangiger DNAausgehend von der poly(A)+RNA Matritze, die Klonierung dieser dop- 
peistrangigen DNA in pBR322, die differentieile Koloniehybridisierung und die Plasmid Isolierung werden im 
wesentlichen gemass den Vorschriften und der Beschreibung bei Maniatis et a/ (1982) durchgefuhrt. 
5 Fur die Synthese von ca. 0.8 u,g doppelstrangiger DNA werden 3 u.g der zuvor isolierten und mit Chitinase 

mRNAangereicherten po!y(A)+ RNA mit reverser Trans kriptase (Life Sciences, St. Petersburg, FL) sowie DNA 
Polymerase I (New England Biolabs, Beverly, MA) inkubiert. Die so gebildete cDNA wird mit Hilfe der 'Homo- 
polymeric dC-dG Tailing' Methode, die es eriaubt die cDNA und die Vektor DNA mit komplementaren kohasiven 
Enden zu versehen und die bei Maniatis etal (1982) [Seite 217 - 219] im einzelnen beschrieben ist, in die Pstl 
10 Schnittstelle von pBR322 eingespleisst Der mit Pstl linearisierte umd mit oligo-dC Enden versehene Vektor 
pBR322 ist kommerziei! erhaltiich. 

Das resultierende rekombinante Plasmid wird dann fur die Transformation kompetenter E.co// DH1 Zellen 
verwendet Die Klonierung in Plasmiden ist bei Maniatis et a/ (1982) auf den Seiten 242-246 und 391 im Detail 
beschrieben. 

15 Die auf diese Weise konstruierte cDNA Bibiiothek, die in Form von Bakterienkolonien auf Agarplatten vor- 

liegt, wird dann zunachst mit Hilfe der differentiellen Koloniehybridisierung unter Verwendung radioaktiv mar- 
kierter cDNA gescreent. 

im Rahmen der differentiellen Koloniehybridisierung werden von den Bakterienkolonien Duplikate auf 
Nitrocellulosefiltern hergestellt, indem man die Filter auf die Agarplatte auflegt und dann vorsichtig wieder 

20 abzieht Die Originai-Agarplatte wird fur die spatere Identifizierung positiver Kolonien aufbewahrt. Die mit B 
akterienkolonien behafteten Filter werden anschliessend auf ein Nahrmedium gelegtunddortbelassen, bis die 
Kolonien zu ca. 2 mm grossen Klonen ausgewachsen sind. Die Filter werden dann mit Natronlauge behandelt, 
was zu einer Lyse der Bakterienzellen und zurDenaturierung und Fixierung derbakteriellen DNA auf dem Filter 
fuhrt Nach pH-Neutralisierung werden die Filter mehrmais gewaschen, getrocknet und schliesslich bei einer 

25 Temperatur von 80°C unter Vakuum "gebacken", wodurch die DNA kovalent an den Filter gebunden wird. 

Die Filter werden 2 mal hintereinander mit radioaktiv markierten (nicht-klonierten) cDNA Sonden hybridi- 
siert Bei diesen cDNA Sonden handelt es sich urn poiy(A)+ RNA aus Tabakgewebe, das zuvor zur Produktion 
von Chitinase induziert wurde (siebentagige Inkubation auf Basalmedium ohne Hormonzusatze) sowie um 
po!y(A)+ RNA aus nicht-induziertem Tabakgewebe (sieben tagige Inkubation auf Auxin-Cytokinin Medium). 

30 Vielversprechende cDNA Klone, die starker mit der cDNA aus induziertem Gewebe reagieren als mit der Kon- 
troll-DNA aus nicht-induziertem Gewebe, werden dann mit Hilfe des 'Hybrid-select' Translationsverfahrens 
gemass der Beschreibung bei Mohnen et al (1985) und Mohnen (1985) weiter anaiysiert Die Plasmid DNA 
wird durch einminutiges Kochen in 0.2 M - 0.3 M NaOH, 3 M NaCI denaturiert und anschliessend auf Eis abge- 
kuhlt. Die Hybridisierungsreaktion wird auf quadratischen BA/85 Nitrocellulosefiltern (Schleicher und Schull, 

35 Dassel, FRG) mit 200 u.g bis 250 \xg Gesamt-RNA pro Filter, durchgefuhrt. Die auf den Filtern hybridisierte RNA 
wird eluiert, mit Ethanol prazipitiert und in 10 nl Wasser gelost und mit Hilfe der in vitro Translation (mit Hilfe 
eines kommerziell erhaltiichen Weizenkeimextraktes) anaiysiert. Die radioaktiv markierten Produkte werden 
mit Antikorpern gegen das gewunschte Protein gefallt und durch SDS -Polyacrylamid-Gelelektrophorese ana- 
iysiert. 

40 

4.4. cDNA Klon pCHN48 

Die cDNA Genbibliothek wird gemass Maniatis et al (1982) mit Hilfe der Kolonie- bzw. Plaque-Hybridisie- 
rung gescreent. Als DNA Probe dient der bei Shinshi et a! (1987) beschriebene cDNA Klon pCHN50, der die 

45 gesamte, das reife Protein-kodierende DNA Sequenz enthalt, dem aber die komplette N-terminale Signalpep- 
tidsequenzfehlt. Man erhalt auf diese Weise verschiedene Klone unterschiediicher Lange. Derlangste dieser 
Klone wird ausgewahlt und einer Nukleotidsequenzanalyse unterzogen. Dieser Klon mit der Bezeichnung 
pCHN48 besitzt ein 1.14 Kb umfassendes Insert mit 7 Adenosinen am Poly(A) Ende, einen einzigen grossen 
Leserahmen ('open reading frame') von 987 Nukleotiden Lange, entsprechend einem Polypeptid von 329 Ami- 

50 nosauren sowie einem Nukleotid aus der S'-nicht-translatierten Region. Die aus der DNA Sequenz der kodie- 
renden Region ableitbare Aminosauresequenz stimmt mit der Sequenz fur die ersten 20 N-terminalen 
Aminosauren bekannter Chitinasen aus Tabak Ciberein. 

Beispiel 5: Konstruktion einer genomischen Genbibliothek 

55 

5.1. Isolierung chromosomaler Tabak-DNA 

Zur Lysierung der Protoplasten werden 100 ml eisgekuhlte Protoplastensuspension mit 400 ml eines eis- 
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gekuhlten TENP-Puffers (vgl. Abschnitt VII) vermischt. Die Kerne werden aus diesem Lysat mit Hiife einer 10 
minutigen Zentrifugation in einer IEC klinischen Zentrifuge bei 2*000 Upm abgetrennt Das so erhaltliche Pellet 
wird in 500 ml eingekuhltem TENP-Puffer resuspendiert und, wie zuvor beschrieben, erneut pelletiert. 
Anschliessend werden 8 CsCI Gradientenrdhrchen vorbereitet, wobei in jedem der Rohrchen ein Zellpellet aus 

5 ca. 12.5 ml Protoplastensuspension zu 26 ml 1 0fach konzentrierten TE Puffers (vgl. Abschnitt VII) zugegeben 
wird. Zur Lyse der Zellkeme wird diesem Ansatz 5 ml einer 20%igen (w/v) Natriumlaurylsarkosin Losung zuge- 
setzt sowie 32.2 g CsCI und 2.89 ml Ethidumbromid losung (EtBr, 10 m/ml). Der gesamte Ansatz wird leicht 
durchmischt um das CsC! zu losen. 

Die so gewonnenen Lysate werden in Polyallomer-Rohrchen (Beckman VTI50, 39 ml Rohrchen) ubertra- 

10 gen und bei 45*000 Upm und einer Temperatur von 20°C 16 Stunden lang in einem VTi50 Rotor (Beckman) 
zentrifugiert Im UV-Lichtfluoreszierende Banden werden mit Hilfe von 3 ml Spritzen mit 16 Gauge Nadeln aus 
dem Gradienten abgezogen und gesammelt. Die weitere Aufarbeitung der DNA erfolgt durch Wiederholung 
derzuvorbeschriebenen CsCI/EtBrGleichgewichtszentrifugation. Diefluoreszierenden Banden werden erneut 
gesammelt und anhaftendes EtBr wird in 6 aufeinanderfolgenden Extraktionsschritten unterVerwendung von 

is Isopropanol, der mit 20 x SSC (vergl. Abschnitt VII) gesattigt ist (gleiches Volumen), entfernt. Aus dieser auf 
die zuvor beschriebene Weise gereinigten Gradienten losung wird die DNA ausgefallt, indem man nacheinander 
2 Volumenteile destilliertes Wasser, 0.1 Volumenteile 3.0 M Natriumacetat, pH 5.4 und 2 Volumenteile Ethanol 
zugibt. Die fadenformige DNA wird mit Hilfe einer Pasteurpipette aus der Losung heraus aufgewickelt, in 70% 
Ethanol gewaschen und mit einem gleichen Volumenteil Chloroform weiter extrahiert. Die DNA wird durch 

20 Zugabe von 0.1 Volumenteilen 3 M Natriumacetat, pH 5.4 und 2.0 Volumenteilen Ethanol prazipitiert. Der DNA 
Faden wird erneut aufgewickelt, in 70% Ethanol gewaschen und 5 Minuten an der Luft getrocknet. Anschlies- 
send wird er in einem Gesamtvolumen von 7 ml TE-Puffer (vergl. Abschnitt VII) gelost und bis zur weiteren 
Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 

25 5.2. Konstruktion einer genomischen ^Genbibliothek 

Die zuvor isolierte Tabak DNA wird mit dem Restriktionsenzym Sau3A verdaut und 20 Stunden uber einen 
10% - 40%igen Saccharosegradienten in einem SW41 Rotor (Beckman) bei 20'000 Upm aufgetrennt. Die aus 
diesem Gradienten erhaltlichen Fraktionen werden mit Hilfe einer Gelelektrophorese (0.5% Agarosegel in TBE 

30 Puffer) analysiert. Diejenigen Fraktionen, die Fragmente der richtigen Grosse aufweisen, werden gepoolt. Die 
DNA wird mit 1/10 Volumenteil 3 M Natriumacetat (pH 4.8) un 2 Volumenteilen Ethanol ausgefallt und mit 
BamHI -verdauter, Phosphatase-behandelter X EMBL3 DNA (Stratagen; La Jolla, CA) Iigiert. Die Verknup- 
fungsreaktion wird gemass den Angaben des Herstellers durchgefuhrt, wobei jeweils Reaktionsansatze von 5 
pi verwendet werden, die 1 yig X-Vektor-DNA sowie 0.1 jig der einzubauenden Tabak DNA enthalten. Der Ein- 

35 bau der aus dieser Verknupfungsreaktion resultierenden DNA in die Kopfe von X-Phagen wird mit Hiife des 
Gigapack Plus Kits von Stratagene gemass den Angaben des Hersteller durchgefuhrt. Die Phagenausbeute 
nach Infektion von E.coti CES201 (Glover DM,) betragt ca. 2 x 1 0 6 Phagen pro jig inserierter DNA. 

5.3. Screening der Genbibliotheken und Isolierung genomischer Klone 

40 

Die genomische Genbibliothek wird gemass Maniatis etal (1 982) mit Hilfe der Koionie-bzw. Plaque-Hybri- 
disierung gescreent. Als DNA Probe dient der bei Shinshi et al (1 987) beschriebene cDNA Klon pCHN50 sowie 
der in Abschnitt 4.4. isolierte Klon pCHN48. 

Die auf diese Weise erhaltlichen Rekombinanten werden gereinigt und mit Hilfe der Southern Blot-Analyse 
45 teilweise charakterisiert. Einer dieser Klone, der mit den cDNA Probenmolekulen pCHN50 und pCHN48 ein 
sehr starkes Hybridisierungssignal erkennen lasst und gemass Southern Blot-Analyse das komplette Chiti- 
nasegen enthalt, wird fur die weiteren Untersuchungen ausgewahlt und erhalt die Bezeichnung XCHN17. 

Beispiel 6: Per genomische Tabak-Chitinase Klons XCHN17 

50 - - ^ ^ - 

6,1 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse 

Nach Verdauung mit dem Restriktionsenzym Hindlll erhalt man ein 5.4 Kb umfassendes 
DNA Fragment, welches das komplette Chitinasegen enthalt und mit einem Fragment gleicher GrSsse aus 
55 Tabak DNA korreiliert. Ein Teil dieses Fragments, das 3850 Bp umfasst und die gesamte kodierende Sequenz 

beinhaltet, wird anschliessend sequenziert. 

Restriktionsfragmente werden in geeigneten Klonierungsvektoren, wie z.B,M13mp18 oder M13mp19 [Ya- 

nisch-Perron etal (1 985)] kloniert und in beiden Richtungen mit Hilfe der Dideoxynukleotid Methode TDideoxy- 
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nucleotide chain-termination method'; Sanger et al (1977)] sequenziert. Die ermittelten Nukleotid- und Amino- 
sauresequenzen werden mit Hilfe des Computers unter Verwendung einer Genetics Computer Group Software 
[Devereux et al (1 984)] weiter analysiert. 

Die komplette DNA Sequenz des basischen Chitinasegens aus Tabak, das die Bezeichnung Gen 48 erhalt, 

5 ist in SEQ ID NO: 10 wiedergegeben. Ein Vergleich dieser Sequenz mit den cDNA Kionen pCHN48 und 
pCHN50 macht deutlich, dass innerhalb der kodierenden Region von Gen 48 zwei intervenierende Sequen- 
zabschnitte (Intron) zwischengeschaltet sind. Das erste dieser Introns umfasst 274 Bp und befindet sich zwi- 
schen dem 1. und 2. Nukleotid des fur Glycin-kodierenden Kodons 148. Das zweite Intron ist 269 Bp lang und 
befindet sich zwischen dem 2. und 3. Nukleotid des Histidin-kodierenden Kodons 199. Beide Introns besitzen 

10 in Obereinstimmung mit anderen, bekannten pflanzlichen und tierischen Introns Consensus-Spieissstellen, die 
eine Donor- und eine Akzeptorsequenz (GTA AGTC und ACAG) aufweisen. Daruberhinaus besitzen beide 
Introns die Sequenz CT(G/A)A(C/T), 33 Nukleotide vom 3' Border entfernt, die Ahnlichkeiten zu tierischen Con- 
sensussequenzen (PyTPuAPy) aufweist. Diese Consensussequenzen sind an der Ausbildung schleifenformi- 
ger Intermediarprodukte im Rahmen der Excission beteiligt. 

15 Die Nukleotidsequenz der Exons von Gen 48 ist identisch mit der DNA Sequenz der kodierenden Region 

von Klon pCHN48. 

Beispiei 7: Herstellung einer c-DNA Genbibiiothek aus Gurkenblattern 

20 7.1 Reinigung und Proteinsequenz der Gurkenchitinase 

Ein durch Pathogene induzierbares Chitinaseprotein wird aus infizierten Gurkenblattern gemass der bei 
Metraux (1988) beschriebenen Methode isoliert Aus dieser homogenen Protein preparation werden dann Pep- 
tidfragmente anhand allgemein bekannter Verfahren generiert. Die Aminosauresequenzen dieser Peptidfrag- 
25 mente sind im folgenden summarisch wiedergegeben: 





Amino-Terminus 


Ala 


Gly 


He 


Ala 


lie 


Tyr 


Tip 


Gly 


Gin 


Asn 


Gly 






Asn 


Glu 


Gly 


Ser 


Leu 


Ala 


Ser 


Thr 


Cys 


Ala 


Thr 


30 




Gly 


Asn 


Tyr 


Glu 


Phe 


Val 


Asn 


He 


Ala 


Phe 


Leu 


35 


LvsC Peptide 


(Lys) 


Asn 


Phe 


Gly 


Gin 


Val 


lie 


Leu 


Ser 


Ala 


Ala 






Pro 


Gin 


Cys 


Pro 


He 


Pro 


Asp 


Ala 


His 


Leu 


Asp 






Ala 


Ala 


lie 


Lys 
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(Lys) 


Thr 


Gly 


Leu 


Phe 


Asp 


Ser 


Val 


Trp 


Val 


Gin 






Phe 


Tyr 


Asn 


Asn 


Pro 


Pro 


Cys 


Met 


Phe 


Ala 


Asp 






Asn 


Ala 


Asp 


Asn 


Leu 


Leu 


Ser 














(Lys) 


Leu 


Tyr 


Met 


Gly 


Leu 


Pro 


Ala 


Ala 


Arg 


Glu 
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Ala 


Ala 


Pro 


Ser 


Gly 


Gly 


Phe 


He 


Pro 


Ala 


Asp 






(Lys) 


Ala 


Ser 


Ser 


Asn 


Tyr 


Gly 


Gly 


Val 


Met 


Leu 



Trp Ser Lys 
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CNBR Peptide 



(Met) 


Phe 


Ala 


Asp 


Asn 


Ala 


Asp 


Asn 


Leu 


Leu 


Ser 


(Met) 


Gly 


Leu 


Pro 


Ala 


Ala 


Arg 


Glu 


Ala 


Ala 


Pro 


Ser 


Gly 


Gly 


Phe 


He 


Pro 


Ala 


Asp 


Val 


Leu 


He 


Ser 


Gin 


Val 


Leu 


Pro 


Thr 


He 











Trpyptische 
Peptide 



Val 


Leu 


Leu 


Ser 


lie 


Gly 


Gly 


Gly 


Thr 


Gly 


Leu 


Phe 


Asp 


? 


Val 




Leu 


Tyr 


Met 


Gly 


Leu 


Pro 


Ala 


Ala 


Ala 


Ser 


Ser 


Asn 


Tyr 


Gly 


Gly 


Val 


Ala 


Phe 


Asp 


Asn 


Gly 


Tyr 







7.2 Herstellung einercDNA Bibliothek aus TNV-infizierten Gurken blattem 

Gurken blatter werden mit Tabak Nekrosis Virus (TNV) infiziert. 5 Tage nach der infektion wird die RNA 
gemass obiger Beschreibung isoliert [vergl. Beispiel 4.1]. 

Polyadenylierte RNA [Poly(A)+ RNA] wird mit Hilfe von Standardverfahren [vergl. Abschnitt 4.2] isoliert und 
fur die Herstellung einer cDNA Genbibliothek verwendet. Diese wird im wesentlichen gemass dem bei Gubler 
und Hoffman (1983) beschriebenen Verfahren in einem XZap Klonierungsvektor [STRATAGEN] hergestellt. 

7.3 Isolierung von cDNA Klonen, die eine Gurkenchihnase kodieren 

Zwei Regionen aus den zuvor beshmmten Proteinsequenzen werden ausgewahlt fur die Herstellung von 
Oligonukleotidproben. Die synthetisierten Oligonukleotidproben decken aiie mogiichen Komblnationen von 
mRNA ab, die in der Lage sind die ausgewahlten Peptide zu kodieren: 

G T A 
Probe 1: 5' - CCATTCTGNCCCCAGTA - 3' 



G G G G C 
Probe 2: 5' - GGAT TAT T A T AAAAT T GNACCC A - 3' 

Etwa 300*000 Plaques werden von der zuvor konstruierten cDNA Bibliothek ausplattiert. Duplizierte 
Abdrucke dieser Plaques werden mit einem 32 P-markierten Oligonukleotidgemisch 1 (Probe 1) Oder 2 (Probe 
2) getestet Plaques die mit beiden Proben positive Resultate erbringen werden isoliert. Die Isolierung der Pla- 
ques sowie die automatische Excision werden gemass den Angaben des Herstellers [Stratagene Lambda Zap 
Laboratory Manual, Stratagen, San Diego, USA] durchgefuhrt. 

Ein geeigneter positiver Klon wird in das Bluescripf Plasmid eingespleisst und erhalt die Bezeichnung 
pBSCucChtS. Die Sequenz dieses c-DNA Klons kann durch DideoxySequenzierung bestimmt werden [siehe 
SEQ ID NO 11 J. 
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II. Konstruktion von Chitinase- unci Glucanasemutanten 



11.1, Chitinasemutanten 

5 Beispiel 8 Einfugen neuer Restriktionsschnittstellen 

Bei die Konstruktion der Chitinasemutanten werden verschiedene Teile der jeweils verwendeten Chitina- 
seklone miteinander verknupft Urn dieses Ziel erreichen zu konnen mussen diese Teile kompatibel sein, d.h. 
es mussen geeignete Restriktionsschnittstellen in die verschiedenen Sequenzen e in gefugt werden. Imfolgen- 
10 den werden die nachfolgend aufgelisteten Restriktionsschnittstellen verwendet, die alle zu den gleichen koha- 
siven Enden fuhren: 
BamHI [G/GATCC] 
Bell U/GATCA] 
Bgili [A/GATCT] 

15 Der Leseraster wird jeweils so gewahlt, dass GAT als Kodon fur Aspartat fungiert. 

Beispiel 9 Konstruktion von Mutanten des Tabakchitinasegens 

Durch Einspleissen des EcoRI/Hindlll Inserts aus pCHN87, einem subklonierten Fragment des genomi- 
20 schen Chitinase-Klons CHN17 [zur Herstellung vergl. Abschnitt 12.2], in das Plasmid pTZ18R erhalt man 
pTRCHL Das Plasmid pTZ18R kann von der Firma PHARMACIA kommerziell bezogen werden. 

Das Insert des cDNA Klons pCHN48 [vergl. Abschnitt 4.4], das die gesamte cDNA Sequenz enthalt, wird 
durch partielle Verdauung mit Pstl isoliert und in das Plasmid pUC8 einkloniert. Der so entstandene Klon erhalt 
die Bezeichnung pCHN6. 

25 Das grosse Pstl Fragment aus pCHN6 wird in das Plasmid pUC18 einkloniert, wobei zwei verschieden 

Klone entstehen [pUCH2 und pUCH3], die sich in der Orientie rung des in den Polyl inker eingespleissten Inserts 
unterscheiden. 

Das EcoRI/Hindlll Fragment aus pUCH2 wird anschliessend isoliert und in das Plasmid pTZ18U einges- 
pleisst. Man erhalt aus diese Weise das Plasmid pTUCH2. Das Plasmid pTZ1 8U kann ebenfalls bei der Firma 
30 PHARMACIA kommerziell bezogen werden. 

Das EcoRI/Hindlll Fragment aus pUCH3 wird ebenfalls isoliert und in das Plasmid pTZ18R einkloniert. Der 
so gebildete Klon erhalt die Bezeichnung pTRCH3. 

Beispiel 10 Oligonucleotid-vermittelte Mutagenese 

35 

Fur die Oligonucleotid-vermittelte Mutagenese werden die folgenden Oiigonukleotide mit Hilfe gangiger, 
dem Fachmann bekannter Method en, synthetisiert: 



40 


#1 


CTGCCTCGGC TGATCA ATGTGG 




#2 


TTTGGAAATT GACTC TTAGTCG 




#3 


CCAG AGATCT TTTGGGAAATGG 




#4 


GACTTTTAGTCAATACTATGTAA 


45 


#5 


GACTTTTAGTCCGTACTATGTAA 




#6 


CTTTTGGAAA AGATCT TTTAGTCG 




#7 


CCGCTCTTC GGATCC GGCTGG 


50 


#8 


CAGCATCGG4 TGArCA GGAAGCTC 




#9 


CATCT TCTAGA TTTAGTCTC 



Die gegenuber dem Wildtyp veranderten Nukleotide sind unterstrichen und fettgedruckt. 
55 Die Restriktionsschnittstellen sind durch einen Leerschlag hervorgehoben. 
Die Deletion in Oligonukleotid #8 ist durch A wiedergegeben. 
Die Insertion in den Oligonukieotiden #3 und #8 ist kursiv wiedergegeben. 
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1Q.1 Mutagenese der Tabakchitinaseklone 

Zur Herstellung von Einzelstrang-Plasmiden werden die Ausgangsplasmide in einen dam Stamm von E. 
coli eingefuhrt, durch Infektion einer Ubemachtkultur dieser Bakterien mit dem Helferphagen M13K07 [PHAR- 
s MACIA]. Diese Plasmide konnen anschliessend sehr einfach mit Hilfe von Ammo niumacetat und Polyethylen- 
glyko! (PEG 6000) aus dem Kulturuberstand ausgefallt und mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert 
werden. Nach erneuter Failung mit Ethano! wird die isolierte DN A fur die eigentliche Mutagenese verwendet 
[DNA aus ca. 5 ml Kultur je Mutagenese], 

200 pMol eines jeden Oligonukleotids werden in 30 u.! 0.1 M Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCI 2 , 6 mM Dini- 
10 trothreitol (DTT), 2 mM ATP und 5 Einheiten T4 Poiynukleotidkinase fur einen Zeitraum von 45 Minuten bei 
einer Temperatur von 37°C phosphoryliert Durch anschliessende 10 minutige inkubation bei 60°C wird die 
Reaktion gestoppt. 

Die einzelstrangige DNA wird mit 2.5 ul phosphoryliertem Oligonukleotid und 1 |il Losung A [0.2 M Tris-HCI 
(pH 7.5), 0.1 M MgCI 2 , 0.5 M NaCL, 10 mM DTT] in einem Endvoiumen von 30 \i\ gemischt und zunachst 5 
15 Minuten bei 80°C und anschliessend 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Jedem Rohrchen werden dann 13 fj.i der folgenden Mischung zugegeben: 
18.5 ul H 2 0 

2.0 ul Losung B [0.2 M Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 M MgCi 2 , 0.1 DTT] 
2.0 ul 1 0 mM ATP 
20 2.0 ul dNTP-Gemisch Qe 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
1 .0 ul Klenow Fragment 
0.5 ul T4 DNA Ligase 

Diese Mischung wird 30 Minuten bei einer Temperatur von 32°C und anschliessend nochmals 2 bis 16 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
25 Ein Viertel dieses Ansatzes wird in kompetente E. coli mutS Zellen (reparaturdefizienter Stamm) transfor- 

miert. Diese Zellen werden 3 bis 6 Stunden in 2 x L- oder 2 x TY-Medium bei 37°C geschuttelt. Anschliessend 
wird die Plasmid-DNA mit Hilfe einer minipraparativen Methode, die dem Fachmann auf diesem Gebietgelaufig 
ist, isoliert. 

Die isolierte DNA wird dann in kompetente E. coli DH5a Zellen transformiert, die auf einem Ampicillin-haltigen 
30 Medium ausplattiert werden. Die Mutanten konne dann sehr einfach durch Koloniehybridiserung unter Verwen- 
dung des radioaktiv markierten mutagenen Oligonukleotids identifiziert werden. Zusatzlich kann eine Restrik- 
tionsanalyse durchgefuhrt werden, da alle Mutanten aufgrund der Mutation eine Schnittstelle hinzugewonnen 
oderaberverioren haben. 

35 10.1.2 pTRCH4 

Plasmid pTRCHI wird mit Hilfe von Oligonukleotid #1 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
mit pTRCH4 bezeichnet Im Rahmen dieser Mutation wird eine Bell Restriktionsschnittstelle am ersten Kodon 
der fur die reife Chitinase kodierenden DNA Sequenz eingefugt, wobei die kodierte Aminosaure von Glutamin- 
40 saure zu Asparaginsaure verandert wird [Glu1 ~» Asp1] 

10.1.3 pTRCH6 

Plasmid pTRCHS wird mit Hilfe von Oligonukleotid #2 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
45 mit pTRCH6 bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird Kodon 300 der fur die reife Chitinase kodierenden 
DNA Sequenz von Glycin zu einem Stop-Kodon verMndert (Gly300 Stop300), gleichzeitig wird eine Hinfl 
Restriktionsschnittstelle eingefugt. 



so 



10.1.4 pTUCH6 

Das HindlH/Pvull Fragment von pTRCH3 und das Pvull/Hindlll Fragment von pTRCH6, welche die obige 
Mutation enthalten, werden in den zuvor mit Hindlll/EcoRI geschnitten Vektor pTZ18U eingespleisst. Auf diese 
Weise erhalt man das Plasmid pTUCH6. 

55 10.1.5 pTUCH7 

Plasmid pTUCH2 wird mit Hilfe von Oligonukleotid #3 mutagenisiert Das neu entstandene Plasmid wird 
mit pTUCH7 bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird im Bereich von Kodon 295/296 der fur die reife Chi- 
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tinase kodierenden DNA Sequenz eine Bglll Restriktionsschnittstelie eingefugt. Da sich diese Restriktions- 
schnittstelie in einem anderen Leseraster befindet als dies bei den anderen bisher beschriebenen Mutanten 
der Fall ist, wird bei Kodon 297 ein G inseriert. Man erhaltauf diese Weise wieder einen kompatiblen Leseraster. 

5 10.1.6 pTUCH8 

Piasmid pTUCH2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #4 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
mit pTUCH8 bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird Kodon 304 der fur die reife Chitinase kodierenden 
DNA Sequenz von Asparaginsaure zu Asparagin [Asp304 Asn304] verandert. Dies fuhrt zum Verlust einer 
10 Taql Schnittstelle. 

10.1.7 pTUCH9 

Plasmid pTUCH2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #5 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
15 mit pTUCH9 bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird Kodon 304 von Asparaginsaure zu Arginin [Asp304 
-> Arg304] verandert, was ebenfalls zum Verlust einer Taql Schnittstelle fuhrt. 

10.1.8 pTUCHIO 

20 Plasmid pTUCH2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #6 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 

mit pTUCHIO bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird Kodon 299 von Asparagin zu Lysin [Asn299 -> 
Lys299] verandert und Kodon 300 von Giycin zu Asparaginsaure [Gly300 Asp300], Gleichzeitig wird eine 
Bglll Schnittstelle eingefugt 

25 1 0.2 Mutagenese der Gurkenchitinase Klone 

Die Mutagenese der Gurkenchitinase Klone wird analog zu dem in Beispiel 11.1 beschriebenen Verfahren 
durchgefuhrt 

Das EcoRI Insert aus dem Gurkenchitinase cDNA Klon pBSCucChtS [vergl. Abschnitt 7] wird in das Plas- 
30 mid pTZ18U einkloniert. Das auf diese Weise konstruierte Plasmid erhalt die Bezeichnung pTUCU2. 

10.2.1 pTUCU4 

Plasmid pTUCU2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #7 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
35 mit pTUCU4 bezeichnet. Im Rahmen dieser Mutation wird eine BamHI Restriktionsschnittstelie am letzten 
Kodon der fur das Signalpepetid kodierenden DNA Sequenz eingefugt, wodurch das nachfolgende Kodon so 
verandert wird, dass es nunmehr fur die Aminosaure Prolin anstelle von Alanin kodiert [Ala -1 -» Pro -1] 

10.2.2 pTUCU5 

40 

Plasmid pTUCU2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #8 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
mit pTUCU5 bezeichnet Im Rahmen dieser Mutation wird eine Bell Restriktionsschnittstelie im Bereich des 
Stop-Kodon der Gurken-Chitinase eingefugt. Dadurch wird das Stop-Kodon in ein Asparaginsaure Kodon 
umgewandelt [Stop268 Asp268] 

45 

10.2.3 pTUCU6 

Plasmid pTUCU2 wird mit Hilfe von Oligonukieotid #9 mutagenisiert. Das neu entstandene Plasmid wird 
mit pTUCU6 bezeichnet Im Rahmen dieser Mutation wird eine Xbal Restriktionsschnittstelie im Bereich der 
so 3'-nicht-kodierenden Sequenz der cDNA Sequenz eingefugt [im Bereich der Nukleotide 981-986 von Klon 
pBSCucChtS], wodurch ein Einklonieren in den Vektor pGY1 moglich wird. 

II.2 Glucanasemutante 

55 Beispiel 11: PCR-vermittelte Mutagenese 

Das fur die erste Aminosaure der C-terminalen Extension kodierende Basentriplett [GTC = Valin] wird unter 
Anwendung der PCR-Methode in das Stoppkodon TGA umgewandelt. 
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Die Verfahren zur Durchfuhrung einer PGR Mutagenese sind dem Fachmann auf diesem Gebiet bestenst 
bekannt. Sie sind beispielsweise in den folgenden Referenzen beschrieben: Wang ef a/ (1989); Innis et al 
(1990) und Erlich (1989). 

Daruberhinaus kann ein entsprechender PCR-Kit von PERKIN-ELMER CETUS [Norwalk, Conn., USA] oder 
5 anderen Herstellern kommerzieli bezogen und entsprechenden den darin enthaltenen Instruktionen durchge- 
fuhrt werden. 

11.1.: Konstruktion von pCIB1005BAVTP 

10 Dieses Konstrukt kann ausgehend von dem Plasmid pCIB1005B, das bei der 'American Type Culture Col- 

lection* [ATCC] in Rockville, Maryland, USA unter der NummerATCC 40770 hinterlegtunddessen Konstruktion 
in EP-A 0,392,225 im Detail beschrieben ist, hergestellt werden. 

Plasmid pCIB1005B kodiert eine komplette, chimare, basische Prepro-p- 1,3-Giucanase aus Tabak mit 
vollstandiger N-terrninaler Signalsequenzund einer 22 Aminosauren umfassenden C-terminalen Extension, in 

15 einem CaMV 35S Expressionsvektor. Plasmid pCIB1005BAVTR, dessen Herstellung im folgenden beschrie- 
ben wird, kodiert die gleiche Giucanase, wobei jedoch die 22 Aminosauren umfassende, C-terminale Extension 
durch Einfugen eines Stopp-Kodons am Ende der fur das reife Protein kodierenden Sequenz funktionell dele- 
tiert ist 

Im Rahmen der PCR Amplifikation werden die folgenden Oligonukleotide verwendet: 

20 

Oligol: 
OHgo2: 

25 OHgo3: 
Oligo4: 

30 

Oligonukleotid 1 [Oligol] korrespondiert zu einer Sequenz in der kodierenden Region der Glucanase-DNA 
die stromaufwarts ['upstream'] der dort befindlichen Xhol Schnittstelle lokalisiert ist. 

Oligonukleotid 3 [OIigo3] umfasst die Region im Bereich des 3'-Endes der fur das reife Glucanaseprotein 
kodierenden Sequenz gefolgt von dem einzufuhrenden Stopp-Kodon sowie einem Teil der fur die C-terminale 
35 Extension kodierenden Sequenz. 

Oligonukleotid 2 [Oligo2] weist eine zu Oligo3 korrespondierende Sequenz auf jeoch in anti-sense Orient- 
ierung. 

Oligonukleotid 4 [OIigo4] umfasst eine Sequenzdie in dertml 3'- Region von pCIB1 005B lokalisiert ist, stor- 
mabwarts fdownstream'] der dort befindlichen Sacl Schnittstelle. 
40 Es werden drei PCR Reaktionen durchgefuhrt 

(1) PCR1 mit Oligol und Oligo2 als Primer und pCIB1005B als Template; 

(2) PCR2 mit OIigo2 und OIigo4 als Primer und pCIB1005B als Template; 

(3) PCR3 mit Oligol und Oligo4 als Primer und den Produkten der PCR1 und PCR2 Reaktion als Template. 
Die ersten beiden Zyklen der PCR3 Reaktion werden nur mit den Templates durchgefuhrt, erst anschlies- 

45 senden werden die Primer zugegeben. 

Das Produkt der PCR3 Reaktion wird mit Sacl und Xhol verdaut und iiber ein Agarosegel aufgetrennt. Die 
725 Bp entsprechende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und gereinigt. 

Anschliessend wird Plasmid pCIB1 005B ebenfalls mit Xhol und Sacl verdaut und uber Nacht mit dem ver- 
dauten und gereinigten PCR3 Fragment in einer Ligasereaktion verknupft. Das Ligationsgemisch wird dazu 
so verwendet um kompetente E.coli DH5a Zellen zu transformieren. Die Selektion der Transformanten erfolgt 
durch Ampicillin. Die Plasmide pCIB1005B und pCIB1005BAVTP konnen aus Obemacht-Kulturen transformier- 
ter Zelien isoliert und fur die anschliessende Transfektion von Nicotiana plumbaginlfoHa Protoplasten verwen- 
det werden. Die Korrektheit der auf diese Weise erhaltlichen Konstrukte wird durch Sequenzanalyse bestatigt. 

55 
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5'- GGG ACA CAC GTG CAC CTT -3 s 

5 5 - CTG TCC CAA ACT CCA CCA GAT CAC CCA AAG TTG 

ATA TTA TAT T - 3' 
5'- AAT ATA ATA TCA ACT TTG GGT GAT CTG GTG GAG 

TTT GGG ACA G -3* 
5'- GCC TCC CCT TCA TCG TCC - V 
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HI. Einbau der Chitinasemutanten in gin Pflanzen-Expressionsplasmid 

Belspiei 12 Konstruktion von Plasmid pSCHIO 

5 Plasmid pSCHIO enthalt diefurTabak-Chitinase kodierende Sequenzaus dem genomischen Klon CHN17 

sowie dem cDNA Klon CHN48, eingesplelsst im Vektorplasmid pGY1. Fankiert wird diese Sequenz vom 35S 
Promoter des CaMV Virus sowie von dessen Terminationssequenzen. Bei diesem Konstrukt handelt es sich 
somit um die Wildtyp-Chitinasekonstruktion. Diese wird im folgenden im Detail beschrieben. 

10 12.1 Konstruktion von Plasmid pGY1 

Das Plasmid pGY1 ist abgeleitet von dem bei Pietrzak ef a/(1986) beschriebenen pflanzlichen Expres- 
sionsvektor pDH51. Im Plasmid pGY1 ist die Ncol Schnittstelle des Ausgangsplasmids pDH51 gegen eine Xhol 
Schnittstelle ersetzt. 

15 Das Plasmid pDH51 wird mit Ncol geschnitten und die uberstehenden Enden werden mit Klenow Polyme- 

rase aufgefullt. Die nunmehr glatten Enden werden dann mit einem Xhol Linker (CCTCGAGG) ligiert 

12.2 Konstruktion von Plasmid pSCHIO 

20 Plasmid pSCHIO enthalt die Chitinase-kodierende Sequenz, die 5'-transkribierte nicht-kodierende 

Sequenz sowie 21 stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle gelegene Basenpaare des Chitinasegens 48 
sowie eine 31 Bp umfassende nicht-kodierende Sequenz, eingespleisst in die BamH1/Pstl Klonierungsstelle 
des CaMV 35S Pflanzenexpressionsvektors pGY1 . 

Die zur Herstellung von pSCHIO notwendigen Verfahrensschritte sind im folgenden naher beschrieben: 
25 (1) Dergenomische Klon XCHN17, der das Chitinasegen 48 enthalt, wird mit Hindlll geschnitten. Das resui- 

tierende5.6 Kb umfassende Hindlll Fragment wird isoliert und in die Hindlll Klonierungsstelle des Plasmids 
pUC8 eingespleisst, unter Biidung von Plasmid pCHN65. 

(2) Plasmid pCHN65 wird mit EcoRI geschnitten und das resultierende 2.5 Kb umfassende Fragment, wel- 
ches das 5'-Ende der Chitinase-kodierenden Region enthalt, wird ebenfalls in pUC8 einkloniert Das ent- 

30 stehende Plasmid erhaltdie Bezeichnung pCHN68. 

(3) Plasmid pCHN68 wird mit Pstl verdaut und unter Verlust eines 0.5 Kb umfassenden Pstl/EcoRI Frag- 
mentes religiert (mit sich selbst verknupft). Das resultierende Plasmid wird mit pCHN74 bezeichnet. 

(4) Um die 5'-nicht kodiertende Region des Transkriptes von Gen 48 hinter eine BamHI Schnittstelle zu 
klonieren, wird das Plasmid pCHN74 zunachstmit Hphl verdaut, anschliessend dutch Einwirkung von T4 

35 DNA Polymerase mit glatten Enden versehen und schliesslich mit Pstl geschnitten. Das Hphl/Pstl Frag- 

ment wird isoliert und in das mit Hincll/Pstl verdaute Plasmid pUC8 [Vieira & Messing (1982)] eingespleisst, 
unter Biidung von pCHN87. 

Nach Sequenzierung lasst sich anhand der DNA Sequenz zeigen, dass wahrend des letzten Verfahrens- 
schrittes eine Base der 1/2 Hindi Schnittstelle verlorengegangen ist. 
40 (5) pCHN87 wird mit EcoRI und Hindlll verdaut und in den Kionierungsvektor pUC9 [Vieira & Messing 

(1982)] eingespleisst. Das resultierende Plasmid erhaltdie Bezeichnung pCHN88. 

(6) Das 1 Kb umfassende Pstl Fragment des Tabak cDNA Klones 48 (pCHN 48) wird in die Pstl Klonie- 
rungsstelle von Plasmid pUC8 eingespleisst unter Biidung von pCHN78. 

(7) Das Pstl Insert von Plasmid pCHN78 wird durch Schneiden des Plasmids mit dem Restriktionsenzym 
45 Pstl freigesetzt und in die Pstl Stelle von pCHN88 eingespleisst, wodurch die komplette, fur Chitinase 

kodierende DNA Sequenz wiederhergestellt wird. Das resultierende Plasmid erhalt die Bezeichnung 
pCHN89. 

(8) Das Plasmid pCHN89 wird anschliessend volistandig mit BamHI und teilweise mit Pstl verdaut Das 
resultierende 1.5 Kb umfassende Fragment wird in den pflanzlichen Express ionsvektor pGY1, derzuvor 

so ebenfalls mit BamHI und Pstl geschnitten wurde, einkloniert, unter Biidung von pSCH1 0. Durch diesen Klo- 

nierungsschritt wird die Chitinase-kodierende DNA Sequenz zwischen den CaMV Promotor und die CaMV 
Terminationssequenz plaziert. 

Beispiel 13 Einbau der Chitinasemutanten in das pflanzliche Express ionsplasmid pSCHIO 

55 

13.1 Einbau der Tabak-Chitinasemutanten 

Das Pstl Fragment von Plasmid pSCHIO wird durch die folgenden Pst! Fragment ersetzt 
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PstI Fragment von pTUCH6 ► pSCM3 

PstI Fragment von pTUCH7 ► pSCM25 

PstI Fragment von pTUCH8 ► pSCM22 

PstI Fragment von pTUCH9 ► pSCM23 

PstI Fragment von pTUCH 10 ► pSCM24 

10 Diese Plasmide enthalten nunmehr mutierte 3'-terminale Targeting'-Sequenzen, welche die foigende 

Nukieotid-Sequenzen aufweisen: 

pSCHIO: 5'- GGA A AT GGA CTT TTA GTC GAT ACT AGT TAA -3' 

is pSCM24: 5'- GGA AAA GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA -3' 

pSCM22: 5'- GGA AAT GGA CTT TTA GTC AAT ACT ATG TAA -3' 

pSCM23: 5'- GGA AAT GGA CTT TTA GTC CGT ACT ATG TAA -3' 



20 



25 



35 
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Die gegnuber dem Wildtyp-PIasmid [pSCHIO] veranderten (mutierten) Nukleotide sind fettgedruckt und 
unterstrichen. 

13.2 Einbau der Gurken-Chitinasemutanten 
13.2.1 Plasmid pSCU1 



Das EcoRI/BclI Fragment aus dem Plasmid pSCM1 und das BamHI/EcoR! Fragment aus pTUCU4 werden 
in das zuvor mit EcoR! geschnittene Plasmid pTZ18U einkloniert. Es entsteht das Plasmid pTUCU7. 
30 Das EcoRl/Nsil Fragment aus dem Plasmid pTUCU7 und das Nsil/EcoRI Fragment aus pTUCU6 werden 

in das zuvor mit EcoRI geschnittene Plasmid pTZ18U einkloniert. Es entsteht das Plasmid pTUCUl 1 . 

Plasmid pTUCUl 1 wird dann mit BamHI und Xbal verdaut und das BamHI/Xbal Fragment isoliert. Dieses 
wird anschlfessend in das zuvor mit BamHI/Xbal geschnittene Plasmid pGY1 eingespleisst, wobei das Plasmid 
pSCU1 entsteht. 



13.2.2 Plasmid pSCU3 



Das EcoRl/Nsil Fragment aus dem Plasmid pTUCU7 und das Nsill/EcoRI Fragment aus pTUCUS werden 
anschliessend in das zuvor mit EcoRI geschnittene Plasmid pTZ18U einkloniert. Man erhalt aus diese Weise 
40 das Plasmid pTUCUl 0. 

Plasmid pSCU3 entsteht durch Einklonieren des Xhol/Bcil Fragmentes von Plasmid pTUCU10 und des 
Bglll/Pstl Fragmentes von Plasmid pTUCU7 in das zuvor mit Xhol/Pstl geschnittene Plasmid pGY1. 



13.2.3 Plasmid p'SCU6 



Durch Einklonieren des Xhol/Bcll Fragmentes aus pTUCU10 und des Bglll/Pst! Fragmentes aus pTUCHIO 
in das zuvor mit Xhol/Pstl geschnittene Plasmid pGY1 gelangt man zu Plasmid pSCU6. 

Die Plasmide pSCU3 und pSCU6 enthalten nunmehr Im Gegensatz zum Kontroll plasmid pSCU1 3'-termi- 
nale Targeting'-Sequenzen, welche die foigende Nukieotid-Sequenzen 
so [5' ► 3'] 

aufweisen: 
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Tabakchitinassegen 



pSCU3: 



ATC GG, T 




GAT ACT ATG TAA 



Gurkenchitinasegen 



Tabakchittnasegen 



pSCU6: 



ATC GCrT 



GAT 



'CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 



BcII/Bglll Ligation 



Die gegnuber dem Wildtyp veranderten (mutierten) Nukleotide sind fettgedruckt und unterstrichen. 
Die via Insertion neu eingefugten Nukleotide sind kursiv angegeben. 

Beispiel 14 Einspleissen der pSCM- und pSCU-Konstrukte in einen binaren Pflanzenvektor 

14.1 Konstruktion von Plasmid pCIB20Q 

Die Konstruktion dieses binaren Vektors geht aus von dem bei Schmidhauser und Heiinski (1985) beschrie- 
benen Plasmid pTJS75, einem Abkommling von RK2 (An G et a/, 1 985), das einen weiten Wirtsbereich umfasst 
und ein Tetrazyklinresistenzgen aufweist. Dieses Plasmid wird mit dem Restriktionsenzym Narl geschnitten 
und anschliessend mit dem Accl Fragment von pUC4K [Vierra und Messing (1982)], welches das Nptl-Gen 
tragt, verknupft. Das auf diese Weise gebildete Plasmid pTJS75kan, das neben dem Tetrazyklinresistenzgen 
nunmehr auch das Nptl-Gen beinhaltet, wird dann mit dem Restriktionsenzym Sail verdaut 

Gleichzeitig wird das Plasmid pCIB7, das bei Rothstein SJ et a/(1987) beschrieben ist, mit EcoRV geschnit- 
ten und das resultierende EcoRV Fragment, welches die linke und rechte T-DNA Grenzsequenz aus dem Ti- 
Plasmid von Agrobacterium tumefaciens sowie ein chimares Nos/Nptll Gen und die pUC Poiylinkerregion 
enthalt, wird mit Xhol-Linkern verknupft. 

Das resultierende Konstrukt wird dann mit Xhol verdaut und in die Sail Schnittstelle des Plasmids 
pTJS75kan einkloniert. Das resultierende Plasmid, dessen Genkarte in Figur 1 wiedergegeben ist, erhaltdie 
Bezeichnung pCIB200. 

14.2 Einklonieren der EcoRI-Fragmente in pC!B2Q0 

Plasmid pCIB200 wird zunachstmit EcoRI geschnitten. Anschliessend werden diefolgenden EcoRI Frag- 
mente in das geschnittene pCiB200 einkloniert: 



IV. Transformation in Tabak Protoplasten 

Die zuvor beschriebenen Plasmide werden in vitro unter Verwendung eines Transient Expression 
Systems' in Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten getestet. 

Beispiel 15 Herstellung und kultivierung von Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten 

Die Herstellung und Kultivierung von Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten erfolgt mit Hilfe allgemein 
bekannter Verfahren, analog der fur Tabak [vergl. Abschnitt 3] beschriebenen Vorgehensweise. Eine detail- 
iierte Beschreibung findet sich bei Shillito und Potrykus (1987)oder bei Negrutiu et a/, 1987. 



EcoRI Fragment aus Plasmid pSCHIO 
EcoRI Fragment aus Plasmid pSCM3 
EcoRI Fragment aus Plasmid pSCUl 
EcoRI Fragment aus Plasmid pSCU3 



P SCH12 
pSCM13 
pSCUll 
pSCU13 
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Beispiel 16 Transformation der Protoplasten 

Die Transformation der Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten wird gemass dem bei Negrutiu et a! (1 987) 

beschriebenen Verfahren durchgefuhrt 
5 Die gemass obigem Verfahren hergestellten Protoplasten werden nach dem letzten Reinigungsschritt in 

einer Losung suspendiert, diefolgende Zusammensetzung aufweist: 

Mannit 0.4 M 

CaCI 2 15-30 mM 

MES 0.1 % (w/v) 
10 Die Protoplastendichte liegt bei 1 .6 - 2 x 10 6 /ml. 

3 ml dieser Protoplastensuspension werden zunachst in 15 ml Zentrifugen-Rohrchen mit 5 u.g Plasmid DNA 

vermischt, die in Form einer steriien, wassrigen Suspension voriiegt [Paszkowski era/ (1984)] . Wenige Minuten 

spater gibt man zu dieser Mischung 0.3 ml einer Poiyethylenglycollosung [40% (w/v) PEG 6000 in 0.4 M Mannit, 

0.1 M Ca(N0 3 ) 2 , pH 7.0] zu und vermischt diesen Ansatz vorsichtig. Einige Minuten spater werden4 ml K3-Me- 
15 dium [Z Pflanzenphysiol, 78: 453-455 (1976); Shillito era/, (1 981 )] zugegeben und die Rohrchen fur 24 Stunden 

liegend im Dunkeln bei einer Temperatur von 25°C bis 27°C inkubiert. 

Um die Pelletiereigenschaften der Protoplasten zu verbessern, kann man anschliessend ein W5-Salzl6- 

sung [Negrutiu era/, 1987] [5.4 ml] zusetzen. Die Protoplasten werden dann bei geringer Geschwindigkeit [ca. 

60 -1 00 x g] zentrifugiert. Ein Aliquot des Oberstandes wird fur die spatere Analyse der Chitinaseaktivitat ent- 
20 nommen, der Rest wird verworfen. Die abgetrennten Protoplasten werden im restlichen Medium resuspendiert 

und in Eppendorf-Rohrchen uberfuhrt, wo das Volumen annaherungsweise bestimmt wird. Aliquots dieser 

Suspension werden fur die Analyse der Chitinaseaktivitat sowie das Western Blotting verwendet. 

Die Transformation der Nicotiana plumbaginifolia Protoplasten mit Plasmid pCIB1005B und 

pC!B1005BAVTP kann auch nach dem von Goodall et al (1990) modifizierten 'Negrutiu -Verfahren durchge- 
25 fuhrt werden. 

V. TRANSFORMATION UND HERSTELLUNG TRANSGENER PFLANZEN 

Beispiel 17.1 Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit binaren Vektoren 

30 ~ ~ ~~ ' ' — ■ - ■ • - — - 

Die zuvor in Beispiel 14 beschriebenen binaren Vektoren werden unter Anwendung des folgenden Ver- 
fahrens in den Agrobacterium tumefaciens Stamm LB4404 transform iert. A. tumefaciens LBA 4404 enthalt ein 
deletiertes Ti Plasmid, dem die T-DNA Region fehlt, das aber nach wie vor eine intakte vir-Region aufweist 
[Hoekema et al (1 983)]. 

35 Agrobacterium tumefaciens Stamm LB4404 wird bei einer Temperatur von 30°C in einer uber Nacht Kultur 

in 5 ml MG/L Medium [vergl. Abschnitt VIII] herangezogen. Zu dieser 5 ml uber Nacht Kultur werden dann 250 
ml MG/L Medium zugegeben und der ganze Ansatz wird gut durchmischt, bis eine optische Dichte von OD=0.6 
(bei 600 nm) erreicht ist. Die Zellen werden dann uber eine Zentrifugation bei 8*000 g gesammelt und in 5 ml 
MG/L Medium resuspendiert. 200 ui dieser Zellsus pension werden mit 0.2 u.g bis 1 pig binarer Plasmid DNA in 

40 MG/L Medium inkubiert, wobei dieser Ansatz nach leichtem Durchmischen sofort in einem Trockeneis/Ethanol 
Bad tiefgefroren wird. Nach 5 Minuten wird das Rohrchen in ein 37°C Wasserbad gegeben und dortfur 5 Minu- 
ten belassen. Danach werden 2 ml MG/L Medium zugegeben. Diese Suspension wird dann fur 2 bis 3 Stunden 
in einem 30°C Wasserbad inkubiert. Anschliessend werden die Zellen uber eine Zentrifugation gesammelt. Die 
Zellen werden in einem kleinen Volumen MG/L Medium resuspendiert und dann auf Selektivmedien (MG/LPIat- 

45 ten mit 100 ng/m! Gentamycin) auspiattiert Nach 2 bis 3 Tagen bei 30°C erscheinen die ersten Kolonien. 

Beispiel 17.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit binarenVektoren 

In einer altemativen Ausfuhrungsform werden die zuvor in Beispiel 14 beschriebenen binaren Vektoren 
so durch eine triparentale Kreuzung [Rogers SG et al (1986)], unter Verwendung eines E. coli Helferstammes, 
der ein Plasmid mit einer tra-Funktion besitzt, in den Agrobacterium tumefaciens Stamm LBA4404 uberfuhrt. 
Ais E.coli Helferstamm kann z.B. E. coli BHB1011 verwendet werden, der das Plasmid pRK201 3 enthalt, das 
die fur den Transfer der binaren Vektoren notwendigen tra-Funktionen besitzt. 

A. tumefaciens LBA4404 wird uber Nacht bei 28°C in LB Medium mit 20 mg/l Rifampicin und 500 mg/l Strep- 
55 tomycin herangezogen. 

E. coli BHB1 011 und die E. coli Stamme mit den binaren Vektoren wrden uber Nacht bei 37°C in LB Medium 
mit 25 mg/l Kanamycin herangezogen. 

Je 1 ml dieser Kulturen wird bei 8000 g abzentrifugiert, in 1 ml sterilem Wasser oder 1 0 mM MgS0 4 gewaschen, 
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wieder abzentrifugiert und in 100 Wasser Oder einer MgSQ 4 Losung resuspendiert. Eine Platte mit einem 
LB Festmedium wird in vier Sektoren unterteiit. in diesen Sektoren werden Tropfen derdrei Bakterienkulturen 
ubereinanderaufgetragen und zwar so, dass in drei dervier Sektoren die drei moglichen Kombinationen zweier 
Kulturen gemischt werden. Diese dienen als Kontrollen. Im vierten Sektor dagegen werden aii drei Kulturen 

5 zusammengemischt. Nach dem Eintrocknen der Tropfen werden diese Platten uber Nacht bei 28°C inkubiert. 
Danach wird von jedem Sektor eine Probe entnommen und in Wasser oder MgSO* Losung suspendiert. Von 
diesen Suspensionen werden Verdunnungen hergestellt und auf LB-PIatten mit 20 mg/I Rifampicin, 500 mg/l 
Streptomycin und 25 mg/l Kanamycin ausplattiert und fur zwei bis drei Tage bei ca. 28°C inkubiert. Kolonien, 
die bei hoher Verdunnung der triparentalen Kreuzung wachsen [bei ahnlicher Verdunnung der Kontrollkreu- 

10 zungen darf nichts wachsen] werden durch wiederholtes ausplattieren einzelner Kolonien von eventuell noch 
vorhandenen Eltembakterien befreit. 

Beispiel 18 Blattscheiben- ('Leaf-disk') Transformation von N. sylvestris und N. tabacum 

15 Die Blattscheiben-Transformation wird im wesentlichen gemass dem bei Horsch et al, (1985) beschriebe- 

nen Verfahren durch gefuhrt. 

A tumefaciens LBA 4404 (pC!B200; pSCH12; pSCM13; pSCU11; pSCU13) wird uber Nacht in einem Gluta- 
mat-Salz Medium, das mit 20 mg/l Rifampicin, 500 mg/l Streptomycin und 25 mg/i Kanamycin angereichert und 
auf einen pH-Wert von 5.6 eingestellt ist, bei einer Temperatur von 28°C herangezogen. In dieser uber Nacht- 

20 Kultur, die ca. 3.3 x 10 8 Zeilen enthait, werden sterile Blattscheiben (5 mm bis 10 mm Druchmesser) von N. 
sylvestris oder N. tabacum cv. Havana 425 fur 5 Minuten inkubiert. Sie werden dann aus der Kultur entnommen 
und auf sterilen Papierhandtuchern trockengetupft, bevorsie dann in Petrischalen mit einem Durchmesservon 
100 mm uberfu hit werden, die eine Nahrkuitur enthalten. 

Diese Nahrkuitur besteht aus einem mit 1% Agar (DIFCO) verfestigten Basismedium (30 ml) nach Lins- 

25 meier und Skoog (1965), das als weitere Zusatze einen pH Indikator (Chlorphenolrot; 5 mg/l)sowie die Pfian- 
zenwuchsstoffe Kinetin (0.3 mg/l) und a-Naphthylessigsaure (2 mg/l) enthait. Dieses Agar-Medium (Medium 
A) wird mit 1 ml bis 2 ml einer 2 Wochen alten Suspensionskultur von S275N Zelien, die sich aus Markgewebe 
von N. tabacum cv. Havana 425 (Eichholz et al, 1983) ableitet, uberschichtet und mit einem Fiiterpapier (#1 
Whatman filter paper) uberdeckt. Auf dieses Fiiterpapier werden dann die Blattscheiben aufgebracht. 

30 Nach 48 Stunden werden die Explantate zur Sprossinduktion auf ein Selektivmedium der gleichen Zusam- 

mensetzung gegeben, das daruberhinaus aber noch 350 mg/i Cefotaxim sowie 100 mg/l Kanamycin enthait 
(Medium B) und bei 25°C und diffusem Licht (80 bis 100 uEinstein) inkubiert Ko-kultiviertes Kontrollgewebe 
wird auf das gieiche Medium ohne Kanamycin uberimpft. Die Explantate werden wochentlich auf frisches 
Medium B transferriert. 

35 4 bis 8 Wochen nach der Ko-Kultivierung werden die sich aus den Explantaten entwickelnden grunen 

Sprosse geemtet und in 50 ml Gefassen auf 25 ml Medium C (Festmedium mit 0.6% Phytagar) uberfuhrt. Das 
gesamte Gewebe wird bei einer Temperatur von 24°C bis 28°C bei einer Beleutungsintensitat von 80 bis 100 
uEinstein kultiviert. Nach 1 bis 2 Wochen erfolgt die Bewurzelung der Sprosse. 

40 VI. ANALYSE PES TRANSGENEN PFLANZEN MATERIALS 

(A) Indirekter Nachweis der Vakuolenlokalisation 

Beispiel 19 Analyse der transformierten Protoplasten 

45 

Die Analyse der transformierten Protoplasten wird gemass den in den Abschnitten 17 und 20.3 im Detail 
beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. 

19.1: Chitinaseaktivitat 

50 

Wie anhand der Aktivitatsdaten aus Tabelle 1 ersichtlich ist, besitzen die Kontroli protoplasten zwar eine 
endogene Chitinaseaktivitat. Im Oberstand hingegen lasst sich nur eine geringe Aktivitat nachweisen. 

Im Gegensatz dazu zeigen aiie Konstrukte der Tabak-Chitinase eine deutlich erhohte Gesamtaktivitat 
sowohl im Peiiet als auch im Oberstand. Die insgesamt erhohte Chitinaseaktivitat in alien getesteten Oberstand- 
55 sproben lasst sich vermutlich auf eine Oberiadung des zeliularen Sortiersystems zuruckfuhren. Dennoch sind 
deutliche Unterschiede erkennbar: 

Bei den Konstrukten pSCH10 F pSCM22, pSCM23 und pSCM24 liegt die Chitinaseaktivitat im Pellet 3-4 
mal hoher als die in den Kontrollen gemessenen Aktivitaten. Beim pSCM3 Konstrukt dagegen ist die Chitina- 
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seaktivitat im Pellet lediglich um 35% erhoht. 

Bei den Gurkenchitinase Konstrukten pSCU1 , pSCU3 und pSCU6 fmdet man im Pellet lediglich eine um 
1 0-20% erhohte Chitinaseaktivitat, wahrend die Aktivitat im Oberstand um den Faktor 7 bis 8 (bzw. 4 fur pSCU3) 
hoher liegt im Vergleich zu den Kontrollen. 
5 Die Ergebnisse der Tabelle 1 werden durch die Western Blot Resultate bestatigt. Die Western Blot Daten 

fur die Gurkenchitinase Konstrukte z.B. zeigen deutlich, dass im Falle von pSCU1 (Wildtyp) nur sehr wenig 
Chitinase in den transformierten Protoplasten vorhanden ist, wahrend in den mit pSCU3 und pSCU6 transfor- 
mierten Protoplasten sehr hohe Chitinasekonzentrationen vorliegen. 

10 19.2: Glucanaseaktivitat 

Die mit den Kontroll protoplasten erzielten Ergebnisse [siehe Tabelle 10] zeigen, dass die p- 1,3-Glucanase 
aus Nicot/ana plumbaginifolia in derZelle zuruckgehalten wird. 

Ein vergleich bares Ergebniss lasst sich bei Verwendung des intakten Konstrukts [pCIB1005B] erzielen, 
15 wobei in diesem Fall lediglich ein starkeres Signal in den Protoplastenextrakten zu beobachten ist. Dies zeigt, 
dass auch die Tabak-Glucanase in den Protoplasten zuruckgehalten wird und somit korrekt in das zellulare 
Kompartiment dirigiert wird. 

Bei Verwendung des Konstrukt mit deletierter bzw. inaktivierter C-terminaier Extension [pCIB1 005BAVTP] 
dagegen wird die p- 1,3-Glucanase ins Kulturmedium sezerniert. 

20 

Beispiel 20 Analyse der transformierten Pflanzen 

Die gemass Beispiel 18 transformierten Pflanzen werden mit Hilfe der im folgenden beschriebenen Ver- 
fahren analysiert 

25 

20.1 Extraktion der Interzellularen Flussipkeit (ICF) 

Die Extraktion intercellularer Fussigkeit aus pflanzlichem Gewebe kann gemass der bei Parent und Asselin 
( 1984) beschriebenen Methode durchgefuhrt werden. 
30 Dabei werden zunachst Blatter von regenerierten transgenen Pflanzen gesammelt und in Stucke von 4 bis 5 
cm 2 zerschnitten. Diese werden dann im Vakuum jeweils fur 30 Sekunden unter leichem Schutteln mit einem 
starken Oberschuss kaltem (ca 4°C) Puffer infiitriert. Besagter Puffer weist vorteilhafterweise die folgende 
Zusammensetzung auf: 



Tris-HCl [pH 7.8] mit 0.5 M Saccharose 25.0 mM 

M SC1 2 10.0 mM 

CaC1 2 10.0 mM 

40 Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 0.5 mM 

2-Mercaptoethanol 5 0 mM 



Alternative dazu kann auch ein 50 mM Citratpuffer (pH 5.5) verwendet werden. Auch ein Arbeiten bei Zim- 
45 mertemperatur ist moglich. 

Beim Entfernen des Vakuums dringtder Puffer in die Blatter ein. Die Blattstuckchen werden anschliessend 
vorsichtigt abgetrocknet und in eine 20 ml Spritze uberfuhrt. Diese wird in ein Zentrifugenrohrchen eingehangt 
und 1 0 Minuten bei niedrigen Geschwindigkeiten (ca. 1 000 xg) und bei niedrigerTemperatur(4°C) zentrifugiert. 

so 20.2 Extraktion der Intrazellularen Proteinfraktion 

Die gemass Abschnitt 20.1 behandelten Blattstuckchen werden anschliessend im gleichen Puffer homo- 
genisiert. Die groben Partikel werden durch Zentrifugation abgetrennt. 

55 20.3 Bestimmen der Chitinaseaktivitat 

Die Proteinkonzentration wird in beiden Extrakten mit Hilfedes BIORAD Protein Assay, der auf dem Brad- 
ford-Verfahrens basiert, bestimmt. Dieses beruht auf der Farbanderung eines Farbstoffes in Abhangigkeit von 



42 



BP 0 462 065 A2 



der Proteinkonzentration. 

Die Chitinaseaktivitat kann mit Hilfe eines radiometrischen Assays unter Verwendung von radioaktiv mar- 
kiertem [tritiiertem] Chitin ermittelt werden [Boiler et al (1983)]. Die Ergebnisse fur die Tabakchitinase-Trans- 
formanten sind in Tabelle 2, fur die Grukenchitinase-Transformanten in Tabelle 3 wiedergegeben. 
5 Aus den Ergebnissen der hier durchgefuhrten Transformationsversuche mit Protoplasten und ganzen 

Pflanzen lasstsich somit zusammenfassend feststellen, dass das erfindungsgemasse Peptidfragment am C- 
terminalen Ende der basischen Chitinase aus Tabakfurdie gezielte Einschleusung der Chitinase in die Vakuole 
der Pflanze verantwortlich ist 

Daruberhinaus machen die Ergebnisse mit pSCM22, pSCM23 und pSCM24 deutlich, dass eine gewisse Varia- 
10 tion innerhalb der Aminosauresequenz am C-terminalen Ende erlaubt ist, ohne dass dadurch die Targeting 

Funktion dieser Sequenz verloren geht Fehlt die 3'-terminale Targeting'-Sequenz [pSCM3; pSCM13] so wird 

ein Gossteil deransonsten vakuolar voriiegenden Chitinase in den Extrazellularraum sezerniert. 

Weiterhin kann anhand der voriiegenden Ergebnisse gezeigt werden, dass die erfindungsgemasse DNA- 

Sequenz auch bei operabler Verknupfung mit einem heteroiogen Gen [Gurkenchitinasegen; pSCU3; pSCU6; 
15 pSCU1 3] ais Targeting'-Signal fungiert, indem das naturiicherweise sezernierte Chitinase-Protein in der Pflan- 

zenzeile und dort mit grosser Wahrscheinlichkeit innerhalb der Vakuole zuruckgehalten wird. 

(B) Direkter Nachweis der Vakuolenlokalisation 

20 Beispiel 21.1: Protoplastenisolation (adaptiert nach Muller et al., 1983): 

Blatter transgener N.sy/vesfr/s-Pflanzen werden in Stucke von 1-1.5 g geschnitten und in Petrischaien in 
ein K3M Osmotikum gelegt K3M enthalt die halbe Konzentration der K3 Makroeiemente (also auf 1 Liter 75 
mg NaH 2 P0 4 -H 2 0, 450 mg CaCI 2 -2H 2 O f 1250 mg KN0 3 , 125 mg NH 4 N0 3 , 67 mg (NH 4 ) 2 S0 4 , 125 mg 

25 MgS0 4 -7H 2 0) und 84 g Mannit, pH 5.6; die Osmolaritat ist auf 500 mOsm eingestellt. Die Blatter werden 
anschliessend in schmale Streifen geschnitten und im gieichen Osmotikum fur eine Stunde inkubiert Die Blatt- 
strerfen werden dann abgetropft und in 1 0 ml/Schale Verdauungslosung gelegt. Die Verdauungslosung enthalt 
0.4 % Macerozym R10 (Serva) und 0.6 % Cellulysin (Caibiochem) in K3M (das 75.6 g Mannit enthalt, damit 
die Osmolaritat mit den Enzymen wieder 500 mOsm betragt). Die Petrischaien werden mit Parafilm verschlos- 

30 sen und uber NachtohneSchutteln bei 26 C C im Dunkeln inkubiert. Zurschnelleren Verdauung konnen die Blatt- 
streifen auch mit der doppelten Enzymkonzentration vakuuminfiltriert werden und dann mit langsamem 
Schutteln (30-40 Upm) fur 2-3 Stunden inkubiert werden. 

Die Protoplasten werden durch einen 100 \xm Filter filtriert, der dann mit einem halben Volumen 0.6M Sac- 
charose gespult wird. Die Suspension wird in 15 ml Zentrifugenrdhr-chen uberfuhrt, mit 2 ml K3M uberschichtet 

35 und 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Die Protoplasten werden von der Interphase abgesaugt, mit K3M ver- 
dunnt und 10 Minuten bei 700 g abzentrifugiert. Anschliessend werden die abzentrifugierten Protoplasten in 
K3M-Medium resuspendiert. 

Beispiel 21 .2: Vakuolenisolation (adaptiert nach Boudet und Alibert, 1987): 

40 

Die Protoplasten werden in einem K3M-Medium (pH 6.5) enthaltend 20 % Ficoll resuspendiert 2.5 ml 
davon werden in Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und dann mit folgenden Losungen suksessive uberschichtet: 

2 ml 15 % Ficoll, 7 mg DEAE-Dextran (pH 6.5); 2 mMO % Ficoll, 3 mg Dextransulfat (pH 8.0); 2 ml 6 % Ficoll, 

3 mg Dextransulfat (pH 8.0); und ca. 4 ml 0 % Ficoll (pH 8.0) (randvoll). Diese Rohrchen werden in einem Aus- 
45 schwingrotor (SW 41.14, Kontron) zuerst 15 Minuten bei 3500 Upm, dann 105 Minuten bei 40000 Upm zentri- 
fugiert. Die Vakuolen werden von der 0-6 % Ficoll-lnterphase abgesaugt. 

Marker werden nach Boiler und Kende (1979) gemessen. Zur Messung der Hexosephosphat Isomerase 
muss der Dextransulfat zuerst mit DEAE-Dextran ausgefallt werden, bevor die Messung moglich ist. Eine Pro- 
tein bestimmung nach Bradford ist nich moglich, da beide Polybasen diese Bestimmung storen. Die Resultate 
so in Tabelle 5 wurden auf den Vakuoienmarkerenzym a-Mannosidase als 100 % normalisiert 

Der Vergleich der spezifischen Chitinaseaktivitaten in Tabelle 4 bestatigt die Resultate aus Tabelle 2: 

Bei den mit Piasmid pSCM13 bzw. pSCU11 transformierten Pflanzen M13.4 und U1 1.4.2 findet man eine 
Sekretion der Chitinasen, wahrend bei den mit Piasmid pSCH12 und pSCU1 3 transformierten Pflanzen M 10.4 
und U1 3.15 eine intrazellulare Lokalisation eindeutig nachweisbar ist. Ein Westernblot bestatigt, dass die endo- 
55 genen A/.sy/vesir/s-Chitinase intrazellular vorliegt und bei den Protoplasten M13.4 fur den grosseren Tei! der 
residualen Aktivitat verantwortlich ist. 

Aus den Pflanzen M10.7.4 und U13.15 konnten Protoplasten isoliert werden. Die Messung verschiedener 
Marker (Tabelle 5) bestatigt die vakuolare Lokalisation der Chitinasen, die eine C-terrninale Sequenz tragen. 
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Auch hier bestatigt ein Westemblot diese Legalisation. Die endogene Chitinase ist ebenfalis vakuolar. 

Von alien Serien konnten Samen einer Oder mehrerer selbstbefruchteter Pflanzen gewonnen werden. Es 
konnte dabei nachgewiesen werden, dass die Chitinaseuberproduktion und die jeweilige Lokalisation an die 
Folgegenerationen weitervererbt wird. 

H1NTERLEGUNG 

Die folgenden Stamme sind bei der 'American Type Culture Collection' in Rockville, Maryland, USA 
gemass den Bestimmungen des Budapester Vertrages hinterlegt: 



10 



15 



20 



Plasmid 


Hinterlegungs- 
datum 


Hinterlegungs- 
nummer [ATCC] 


pBscucchi/ch itinase 


29.12.1988 


40528 


(Abk.: pBSCucCht5) 






pBSGluc39.1 


29.12.1988 


40526 


pCIBlOOSB 


13.03.1990 


40770 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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MED1EN UNO PUFFERLOSUNGEN 
Medium A 



NH4NO* 


1650 


mg/1 


KNO-? 


1900 


me/1 


CaCl2* 2H2O 


440 


me/1 


MgS0 4 x 7H2O 


370 


mg/1 


KH2PO4 


170 


ms/l 


Na2EDTA 


37.3 


me/1 


FeS04x 7H2O 


27.8 


mg/1 


H3BO3 


6.2 


mg/1 


MnS04x 4HoO 


22.3 


mg/1 


ZnS04X 7H?0 


8.6 


mg/1 


KI 


0.83 


rnpr/I 

lilg/ J- 


Na2Mo04X 2H2O 


0.25 


mg/1 


CUSO4X 5H 2 0 


0.025 


mg/1 


C0CI2X 6H 2 0 


0.025 mg/1 




Saccharose 


30.0 


g/1 


Thiamin.HCl 


0.400 


mg/1 


myo-Inosit 


100.0 


mg/1 


Kinetin 


0.3 


mg/1 


a-Naphthylessigsaure 2.0 




mg/1 


Chlorphenolrot 


5.0 


mg/1 


Agar 


10.0 





Medium B 

gleiche Zusammensetzung wie Medium A, jedoch ohne a-Naphthylessigsaure sowie folgenden Zusatzen: 

Cefotaxim 500 mg/1 

Kanamycin 75 mg/1 

Medium C 

gleiche Zusammensetzung wie Medium B, jedoch ohne Kinetin 
MG/L Medium fur Agrobacterium 

L-Broth 50% 

Mannit-Glutamat Medium (Holsters et dl 1978) 50% 
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K3M Osmotikum [500 mOsm; pH 5.6] 



W5-Salzlosung 



Rinse l-Losung 



TENP Puffer 



NaH 2 P0 4 H 2 0 

CaCl 2 -2H 2 0 

KN0 3 

NH4NO3 

(NH d ) 2 S0 4 

MgS0 4 -7H 2 0) 

Mannit 



75 
450 
1250 
125 
67 
125 
84 



mg/1 
mg/1 
mg/1 
mg/1 
mg/1 
mg/1 
g/1 



NaCl 

CaCl 2 x 2H 2 0 
KC1 
Glucose 
pH 5.6-6.0 



154 mM 
125 mM 
5 mM 
5 mM 



Saccharose 

MES 

KNO3 

NH4NO3 

NaH 2 PO4.H 2 0 



154.0 
0.59 
250.0 
25.0 
15.0 



g/1 

g/1 

mg/1 

mg/1 

mg/1 



CaCl 2 . 2H 2 0 
MgS04. 7H 2 0 
(NH4) 2 S0 4 



90.0 
25.0 
13.4 



mg/1 
mg/1 
mg/1 



Tris-HCl (pH 8.0) 100 mM 

EDTA 10 mM 

NP-40 (Sigma Chem.) 1% (v/v) 
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TBE-Puffor 



Tris-Borat 89 mM 

Borsaure 89 mM 

EDTA 2 mM 



TE-Puffer 



Tris-HCi (pH 8.0) 10 mM 

EDTA 1 mM 



ssc 



NaCl 1.54 mM 

Natriumcitrat 0. 154 mM 

(pH7.0) 
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TABELLEN 



Tabelle 1: Chitinaseaktivitat nach transienter Expression in Nicodana 
plumbaginifolia Protoplasten 



10 




Ueberstand 


Protoplasten 




Plasmid 


nkat/Ansatz ± St.Abw. 


nkat/Ansatz ± StAbw. 


15 




.07 


.01 


.81 


.04 




pGYl 


.10 


.00 


.81 


.02 




pSCH 10 


2.05 


.05 


2.95 


.08 


20 


P SCM3 


2.10 


.09 


1.08 


.01 




pSCM22 


1.64 


.10 


2.59 


.04 


25 


pSCM23 


2.65 


.34 


2.64 


.14 


pSCM24 


1.55 


.03 


2.12 


.52 




pSCU 1 


.70 


.02 


.76 


.01 


30 


pSCU3 


.38 


.02 


.87 


.05 




pSCU 6 


.87 


.09 


.92 


.04 



35 



40 



45 



50 



55 
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TabelleS: Lokalisation intrazellularer Marker in Vakuolenpraparationen aus 
Chitinase-uberproduzierenden Pfianzen 



Experiment 1. Lokalisation der Tabakchitinase mit ihier C-terminalen Sequenz 
(Pflanze M10.7.4.) 


Marker 


Units 3 /10 6 
Protoplasten 


Units/10 6 
Vakuolen b 


% total in 
Vakuolen 


a-Mannosidase 


89 


89 


100% 


Tabakchitinase 


66300 


75100 


113 % 


Hexose-6-Phosphate Isomerase 


2640 


170 


6% 


Chlorophyll 


27 


<4.5 


<17 % 


Experiment 2, Lokalisation der Gurkenchitinase mit der C-terminalen Sequenz 
der Tabakchitinase (Pflanze U13.15) 


Marker 


Units710 6 
Protoplasten 


Units/10 6 
Vakuolen b 


% total in 
Vakuolen 


a-Mannosidase 


59 


59 


100% 


Gurkenchitinase 


12000 


12200 


102% 


Hexose-6-Phosphate Isomerase 


490 


90 


18% 


Chlorophyll 


62 


<2.2 


<4% 



a pkat fur Enzyme, u.g fiir Chlorophyll 

b Zahlen normalisien fur a-Mannosidase 100 % 
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Tabelle 6: 

SEGREGATION DER KANAMYCINRESISTENZ IN DER ERSTEN 
NACHKOMMENGENERATION GESELBSTETER TRANSGENER PFLANZEN 
(erwartet wird 3 KanR: 1 KanS) 



Plasmid 


Eltempflanzen 


KanR 


KanS 


PC1B200 


C2 








C4 


39 


11 


pSCH12 


M10.3 


27 


12 




Ml 0.7 


36 


14 




M10.13 


39 


9 


pSCM13 


Ml 3.2 


37 


11 




Ml 3.4 


39 


14 




Ml 3.7 








M13.10 


24 


12 


pSCUll 


U11.3 


33 


13 




U11.4 


15 


39 




U11.5 


36 


11 
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Tabelle 7: 



ANALYSE DER NACHKOMMEN TRANSGENER PFLANZEN 
(nur KanR Pflanzen wurden getestet) 



Konzentration in homogenisierten B latter n 



Plasmid 


T* 1 f prn n fl a n 7P 


Pfl^rt7p 


m cr/m 1 

LLlg/ LXLL 




nKd.ynig 


pClB200 


C2 


C2.1 


2.77 


27.3 


9.9 








7 ?^ 


91 7 
Zl. / 


7.5 






C2.3 


2.01 


42.5 


21.1 




rvi 




Z.OO 


0-3 


z.y 








Z.oZ 


V.o 


3.4 








Z.lj 


o.l 


2.8 






C4.4 


2.66 


7.2 


2.7 


pbCHlZ 


M1U.3 


"K/f in ^ 1 


1.59 


243.4 


152.8 




JVLIUO.Z 


1.82 


179.0 


98.3 








2.96 


212.4 


71.7 






M10.3.4 


l-OVJ 


1 Q 


01 1 




M10 7 


M10 7 1 


1 GO 

i.yz 










M10.7.3 


1.72 


148.2 


86.3 






Ml 0.7.4 


2.23 


112.5 


50.5 




M10.13 


M10.13.1 


2.81 


283.6 


100.8 






M10.13.2 


2.52 


217.6 


86.5 


pSCM13 


Ml 3.2 


Ml 3.2.1 


1.43 


330.1 


231.4 




Ml 3.2.2 


1.03 


8.5 


8.2 






M 13.2.3 


2.15 


65.9 


30.7 






Ml 3.2.4 


1.15 


1.1 


.9 




M13.4 


M13.4.1 


1.78 


332.7 


186.7 






M13.4.3 


2.86 


357.8 


124.9 






M13.4.5 


1.14 


11.0 


9.7 






M13.4.6 


1.64 


324.7 


198.6 




M13.7 


M13.7.3 


2.60 


259.3 


99.9 




M13.10 


M13.10.1 


1.83 


235.1 


128.6 






Ml 3. 10.2 


2.89 


153.1 j 


52.9 






M13.10.3 


2.53 


504.9 


199.3 
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Tabelle 8: 

ANALYSE DER NACHKOMMEN TRANSGENER PFLANZEN 
(nur KanR Pflanzen wurden getestet) 



Konzentration in homogenisierten Blattern 



Plasmid 


Eltempflanze 


Pflanze 


mg/ml 


nkat/ml 


nkal/mg 


pClB200 


C2 


C2.1 


2.77 


4.40 


1.59 






C2.2 


2.23 


4.06 


1.82 






C2.3 


2.01 


4.95 


2.46 


PSCU11 


U11.3 


Ull.3.1 


2.52 


7.38 


2.93 






U1L3.2 


2.14 


7.69 


3.59 




U11.4 


Ul 1.4.1 


1.87 


35.58 


19.05 






U 11.4.2 


1.81 


46.75 


25.77 




U11.5 


Ull.5.1 


2.30 


6.95 


3.02 






Ull.5.2 


2.79 


13.88 


4.98 



Die Chitinaseaktivitat wurde in Gegenwart 

von Immunoglobulin gegen die Tabakchitinase gemessen 
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% in ICF 




vo so ^ 




nkat/gFW 


oo 

CN 


vO 0\ o 

Q o\ vj 




nkat/mg 


5.30 


111.12 

33.99 
41.76 


ICF 


nkat/ml 


o 


r** vo 
vd o> cs 




mg/ml 


o 


^ VO ^ 




nkat/gFW 


6.80 


o o o 

CO CO 


HOMOGENATE 


mg/ml nkat/ml nkat/mg 


3,11 5.10 1.64 


O 
r^.eo 

oo 

o o o 
,-, vq 

O CO oo 

^ ^ 




Construct Eltempflanze plant 


C4.2 


U 11.3.2 
Ull.4.1 
Ul 1.4.2 




o 

o 

CN 

u 


pSCUll U11.3 
pSCUll U11.4 
pSCUll U11.4 
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Tabelle 10: 

Aktivitat 35 S-markierter, reifer p-l,3-GIucanase in Nicotiana plumbaginifolia 
Protoplasten 



Plasmid 


Protoplasten- Inkubations- 
Extrakt Medium 


pCIBlOOSB 
pCIB1005BAVTP 


massig Spur 
stark Spur 
massig massig 
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SEQUENZPROTOKOLL 
SEQ ID NO: 1 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 39 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: hypothetische DNA-Sequenz erstellt 
aufgrund der Degeneration des genetischen Kodes . 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich 1st 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekiile 

CGN/AGR TCN/AGWTTY GGN AAY GGN CTN/TTR TTR/CTN GTN 
Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val 

GAY ACN ATG TAA 
Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 2 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 3 9 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 
UNMITTELB ARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN4 8 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich 1st 
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fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 



AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 3 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 39 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA (mutiert via Ollqonukleotid- 
vermlttelter Mutaganase) 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nlcotlana tabacum 

UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN48 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich ist fiir die vakuolare 
Legalisation assoziierter Proteinmolekule 



AGG TCT TTT GGA AAA GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
Arg Ser Phe Gly Lys Asp Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 4 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 3 9 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA (mutiert via Ollqonukleotld- 



60 



EP 0 462 065 A2 

vermittelter Mutagenese) 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nlcotiana tabacum 
UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN48 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich ist 
fiir die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC AAT ACT ATG TAA 
Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asn Thr Met End 



SEQ ID NO: 5 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 3 9 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA (mutiert via 
Oligonukleotid-vermittelter Mutagenese) 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nlcotiana tabacum 
UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN4 8 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich ist 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC CGT ACT ATG TAA 
Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Arg Thr Met End 
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SEQ ID NO: 6 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 40 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA (mutiert via 
Oligonukleotid-vermittelter Mutagenese) 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 
UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN48 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich ist 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

A/T GAT CTT TTG GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
Asp Leu Leu Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 7 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 30 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA (mutiert via 
Oligonukleotid-vermittelter Mutagenese) 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nicotiana tajbacum/Gurke 
UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 
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NAME DER ZELLKLONE: pCHN4 B/pBSCucCht5 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpept id, das verantwortlich ist 
fur die vakuolare Legalisation assoziierter Proteinmolekule 

ATC GGT GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
He Gly Asp Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 8 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid nit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 21 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA [Fragment der in SEQ ID 2 
wiedergegebenen Sequenz] 

ursprungliche HERKUNFT 

ORGANISMUS: Nlcotiana tabacum 
UNMITTELB ARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: pCHN4 8 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpept id, das verantwortlich ist 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 9 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 24 Basenpaare 
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ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA [Fragment der in SEQ ID 2 
wiedergegebenen Sequenz] 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nlcotlana tabacum 
UNMrTTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: P CHN4 8 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich ist 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 



SEQ ID NO: 10 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Protein 
SEQUENZLANGE: 3850 Basenpaare 

STRANGFORM: Doppelstrang 

TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

ORGANISMUS: Nicotians tabacum L. cv. Havana 425 
UNMITTELB ARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 
NAME DES ZELLKLONS: ^CHN17 [X Phage] 

EIGENSCHAFTEN: basiches Chitinasegen 



GAATTCAATC AAAATGTGTT TTGTATATAG GGTGTCAACT ACTAATATAT 50 
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TGTTATTTTC 


T AAAG AC AT A 


CAT G TAT AC A 


TGTAAAATTT 


ACCGAACTTT 


100 




ACGGATGTCG 


ATAACCCCTC 


TCGATATAGC 


ATAGGTCCGC 


CTCTGATTTA 


150 


5 


CGAAGGGACA 


CGAGGAAATT 


CCTCTATGTA 


AT TAG TT T T A 


GCAGTTACAC 


200 




GTTAAAGTAT 


AAATACATAT 


T AC T T T AC C A 


TAG TT AAG AC 


CAAACATGTG 


250 




TATGATTGAC 


AT AC AT C TTG 


CAT T CAT T AA 


TTAATTTGAT 


TTGATGCGAT 


300 


10 


TAAATTTTTT 


AAG GAT AG AG 


TTTTTAGTCC 


AAGTTGAGCT 


AGTGTAACTC 


350 


TTATAGT CAA 


TTGGACTCTC 


TAT TACT AG A 


TACTATATCA 


G T T C AAAAG A 


400 




CACCAATATT 


GTATTTTAAC 


AGAAGGAGGC 


AAATAAGAAA 


TTGCAAATTC 


450 




TCAATTCTTT 


TTAATTATAT 


CTAATGAACC 


AAAAG GAGGA 


AGAGGAGCTA 


50 0 


15 


CAT AT TGGAT 


T TAT AAA TAT 


AAAGCTAGCT 


GAGGCTCAAA 


TAATTGTGGA 


550 




TGCAATACAA 


GCAATTTACT 


TAAAACACGA 


AACAGAAGAG 


GATTTCGGTC 


600 




AAATATC GAC 


ACCTAAGTTT 


TGAAATACAT 


TACT G AACAA 


ATTATGAGAT 


650 


20 


CAT AG AC TAG 


TAATTTAGGA 


TATTATTCTG 


TGATTGACTT 


GATTTTGCAC 


700 


AT G AAGAAAC 


GTGAACGGCT 


TTCTTTTTAG 


GGCTGCCGTA 


GAATTGATCA 


750 




AAACATATCT 


C AAC AT ATT A 


AAATAGGGTC 


TCAACTAAAC 


CGGATTCATG 


800 




CGGAATGAGA 


CCC AT T T AAA 


AGGAGCAGTG 


GTTCCTATTC 


AAAG AAT TAG 


850 


25 


AT AC AT T T C T 


ACATATTTTT 


AAT TAT G AAA 


ATTACTCCTA 


T AC T AAT TTG 


900 




TGTGGTTTTA 


ATCGAATATG 


TAAATTTTAT 


TTGAAAATAA 


AATAAAAAAT 


950 




C AC AG T C CAA 


CTTTAATCAT 


AAC AC TC AAA 


TTAAATTCAG 


CTATCTTTCT 


1000 




AGGACATAGG 


AAACATTATC 


AGTGGAAATA 


TTATATTATA 


T C CAT AAG AC 


1050 


30 


TTTAGCAAAT 


CCTATAAGAA 


GTCTAAACAT 


G T AAT T G ACT 


ACT T T TAGAA 


1100 




GAC GC AC T TA 


TCTAACCCAA 


GAAACACCTG 


GCGTAACTCG 


AATTTGCTTT 


1150 




TGCCAAAACC 


AAAAG T C TAG 


GAATTAAGCT 


CCAAATTAAA 


GACATAGATT 


1200 


35 


TTGGCTTACT 


TTTTTTCAAA 


AAAAAAATAA 


AATTAAAAAT 


TAAAATATTT 


1250 




TTTGTTCATG 


TAATTTAATC 


AGTTTTTGGG 


TGAAATTTTT 


TCTTCCACAC 


1300 




ACAAGATTTT 


AACTTTTTTC 


CAAATAAAAT 


ACACGTCGAA 


ACATAAATTC 


1350 




AAATTTCAGA 


ACTATTTTTC 


AACGTAATTT 


TAAAATTTTT 


ATTTTCTAGT 


1400 


40 


TTTAACTAAA 


TCTATGTCCT 


GAT T AAG T C T 


CCAGTCTTAA 


CTCTTAAAGT 


1450 






LAi (jrl 1 UvjAljr 




Oil J. OfUiuU X .H. 


zv c & rccn.cc Z\ 


X J U v 




CTAAGAAAAA 


AAATCTAAAA 


ATATATAAAA 


AGGTAAGAGC 


CGCCACATAA 


1550 


45 


TAT AT G T AAC 


CTGTCGGCGT 


AATCTACTGA 


ATTAATTTTC 


TGGATAAGAA 


1600 


AGATATGACT 


GAGCTCCGGT 


TTGCTCATAG 


ATTTTGACTT 


TACTTTTTTA 


1650 




ATTTCTTTTT 


GAAAATATTG 


TTTGTTTAAT 


AAAATATGAT 


CATGTTTTAG 


1700 




AAAAACAAAT 


TTCAAAAAAC 


TTCAAGTTCC 


CAAAAGTTGT 


ATGTCCAAAC 


1750 


50 


AC AAC T T T C A 


AAAATTATTT 


TTTAAAACAA 


CTTTAAAAAC 


TTTTTTTTTA 


1800 




AATTTTAATT 


AAATCTATGT 


CCAAACTAGC 


CGAAATTCGA 


GCCTTGGTTA 


1850 
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TTCAACCAAT TGATTTGGTC AGAAAGTCAG TCCTCTCAAC AAC T AAAA T A 19 00 

GACATTAATT AAGCCATGTC TCCAGCATCT TCCTTAGCAA TAAATACCTT 1950 

5 GCATTTCACC AG T T T AC T AC TACATTAAA ATG AGG CTT TGT AAA TTC 1997 

Met Arg Leu Cys Lys Phe 

ACA GCT CTC TCT TCT CTA CTA TIT TCT CTC CTA CTG CTT TCT 2 0 39 

10 

Thr Ala Leu Ser Ser Leu Leu Phe Ser Leu Leu Leu Leu Ser 

GCC TCG GCA GAA CAA TGT GGT TCC CAG GCC GGA GGT GCG CGT 2 0 81 
15 Ala Ser Ala Glu Gin Cys Gly Ser Gin Ala Gly Gly Ala Arg 

TGT CCC TCG GGT CTC TGC TGC AGC AAA TTT GGT TGG TGT GGT 2123 

Cys Pro Ser Gly Leu Cys Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly 

20 

AAC ACC AAT GAC TAC TGT GGC CCT GGC AAT TGC CAG AGC CAG 2165 

Asn Thr Asn Asp Tyr Cys Gly Pro Gly Asn Cys Gin Ser Gin 

25 

TGC CCT GGT GGT CCC ACA CCT ACA CCC CCC ACC CCA CCC GGT 22 07 

Cys Pro Gly Gly Pro Thr Pro Thr Pro Pro Thr Pro Pro Gly 

30 

GGT GGG GAC CTC GGC AGT ATC ATC TCA ACT TCC ATG TTT GAT 2249 

Gly Gly Asp Leu Gly Ser lie lie Ser Ser Ser Met Phe Asp 

35 CAG ATG CTT AAG CAT CGC AAC GAT AAT GCA TGC CAA GGA AAG 2291 
Gin Met Leu Lys His Arg Asn Asp Asn Ala Cys Gin Gly Lys 

GGA TTC TAC AGT TAC AAT GCC TTT ATC AAT GCT GCT CGG TCT 2333 
Gly Phe Tyr Ser Tyr Asn Ala Phe lie Asn Ala Ala Arg Ser 

TTT CCT GGC TTT GGT ACC AGT GGC GAT ACC ACT GCC CGT AAA 2375 
45 Phe Pro Gly Phe Gly Thr Ser Gly Asp Thr Thr Ala Arg Lys 

AGA GAA ATC GCG GCT TTC TTT GCT CAA ACC TCC CAT GAA ACT 2417 
Arg Glu lie Ala Ala Phe Phe Ala Gin Thr Ser His Glu Thr 

50 

ACT GGT AAGTCTAGTT AC GT T G AAC T ATATGATCGT CTTATTCAAA 24 63 
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Thr Gly 

5 AG T T TAATCA AT T AG AG AGA T C AT AC TT T T ATTTAATCAT ACTGGTCTAT 2513 

TCTGATTTCA TGAGACAAAC AC AT AG AAC T TCCTTTTAAA AT G AT T GC GC 2563 

TGAGACTTGA ATTCAGGACC TCTATCTGCT CAT C AC T G GA GTATCCAATT 2 613 

T T GAG AT AT C ACAATGCTTC TTAAATTTCG AAGTTTTTTA TAAGCTGACG 2 663 

10 

CGTTCAATAA TTGACCATGT AACCGTTGAC AGGA GGA TGG GCA ACA 2 70 9 

Gly Trp Ala Thr 

15 GCA CCA GAT GGT CCA TAT GCA TGG GGT TAT TGC TGG CTT AGA 2751 
Ala Pro Asp Gly Pro Tyr Ala Trp Gly Tyr Cys Trp Leu Arg 

GAA CAA GGT AGC CCC GGC GAC TAC TGT ACC CCA AGT GGT CAG 27 93 

20 

Glu Gin Gly Ser Pro Gly Asp Tyr Cys Thr Pro Ser Gly Gin 

TGG CCT TGT GCT CCT GGT CGA AAA TAT TTC GGA CGA GGC CCC 2 835 
25 Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro 

ATC CAA ATT TCA CAG TAAGTTCCTT CTTACCCACA CGGAGTGTTT 2880 
lie Gin lie Ser His 

30 

ACACCAAAGT CGTGGGACGG AATGCTTACT ACCTACTATA TAT TTC AT TG 2930 
T GAG AG TAG G TACACAATAT CAT GAT AT T T C TAT GAT TAT AAGAGTATGT 2 980 
35 GATTAATTTC TATGAGAAGT GTAAAGTTAA ATAGTTTCCA CAACACAAAA 3030 
AAAAT G T CAT T T TT T T AAC A GATTAAAAAA GAAAAAGTAT AT GAT GAAC T 3080 
TGTAGGATCT AATTAAGTGT ATTTTGACAT AAATACAGC AAC TAT AAC 3128 

Asn Tyr Asn 

40 

TAC GGG CCT TGT GGA AGA GCC ATA GGA GTG GAC CTG CTA AAC 3170 
Tyr Gly Pro Cys Gly Arg Ala lie Gly Val Asp Leu Leu Asn 

45 

AAT CCT GAT TTA GTG GCC ACA GAT CCA GTC ATC TCA TTT AAG 3212 
Asn Pro Asp Leu Val Ala Thr Asp Pro Val lie Ser Phe Lys 

50 TCA GCT CTC TGG TTC TGG ATG ACT CCT CAA TCA CCA AAA CCT 3254 
Ser Ala Leu Trp Phe Trp Met Thr Pro Gin Ser Pro Lys Pro 

55 
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TCT TGC CAC GAT GTC ATC ATC GGA AGA TGG CAG CCA TCA GCT 3 2 96 
Ser Cys His Asp Val lie lie Gly Arg Trp Gin Pro Ser Ala 

GGT GAT CGC GCA GCC AAT CGC CTC CCT GGA TTT GGC GTC ATC 3338 
Gly Asp Arg Ala Ala Asn Arg Leu Pro Gly Phe Gly Val lie 

ACA AAC ATC ATC AAT GGT GGC TTG GAA TGT GGT CGT GGC ACT 3380 
Thr Asn lie lie Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly Arg Gly Thr 



15 GAC TCA AGG GTC CAG GAT CGC ATT GGG TTT TAC AGG AGG TAT 3422 
Asp Ser Arg Val Gin Asp Arg lie Gly Phe Tyr Arg Arg Tyr 

TGC AGT ATT CTT GGA GTT AGT CCT GGT GAC AAT CTG GAT TGC 3 4 54 

20 

Cys Ser lie Leu Gly Val Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp Cys 

GGC AAC CAG AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT 350 6 
25 Gly Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr 

ATG TAATTTCATG ATCTGTTTTG TTGTATTCCC TTGCAATGCA 354 9 

Met 

30 



35 



GGGCCTAGGG 


CTATGAATAA 


AGTTAATGTG 


TGAATGTGAA 


TGTGTGATTG 


3599 


TGACCTGAAG 


GG ATC AC GAC 


TATAATCGTT 


TATAATAAAC 


AAAGACTTTG 


3649 


TCCCAATATA 


TGTGTTAATG 


AGCATTACTG 


TAGTTGGTTT 


AATTCGGCAC 


3699 


CAGATAAATA 


GATAACCACC 


C GC AC TAT T A 


TATTTCATTA 


TTTAGAAAAC 


3749 


CG AG AT C T T T 


ATTTGAGTGA 


ATGAAAATCT 


TCCTAACCAG 


ATAGTCATAC 


3799 


TAATCAGTCA 


AAAAAAAATC 


TAACCTCAAA 


ATTTAAGCAT 


CCGAGCTGCAG 


3850 



40 



45 



50 



55 
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SEQ ID NO: 11 

ART DER SEQUENZ: Nukleotici 
SEQUENZLANGE: 1103 Basenpaare 

STRANGFORM: Doppel Strang 
TOPOLOGIE: linear 
ARTDESMOLEKULS: cDNA 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

ORGANISMUS: TNV infizierte Gurkenblatter 
UNMITTELB ARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 
NAME DES ZELLKLONS: pBSCucChtS [ATCC 40528] 



EIGENS CH AFTEN : saures Chitinasegen 

25 





AAAGAAAGCT 


CTTTAAGCAA 


TGGCTGCCCA CAAAATAACT 


ACAACCCTTT 


50 


30 


CCATCTTCTT 


CCTCCTTTCC 


TCTATTTTCC 


GCTCTTCCGA 


CGCGGCTGGA 


100 




ATCGCCATCT 


ATTGGGGTCA 


AAACGGCAAC 


GAGGGCTCTC 


T T GC AT C C AC 


150 




CTGCGCAACT 


GGAAACTACG 


AGTTCGTCAA 


CATAGCATTT 


CTCTCATCCT 


200 




TTGGCAGCGG 


TCAAGCTCCA 


GTTCTCAACC TTGCTGGTCA 


CTGCAACCCT 


250 


35 


GACAACAACG 


GTTGCGCTTT 


TTTGAGCGAC GAAATAAACT 


CTTGCAAAAG 


300 




TCAAAATGTC 


AAGGTCCTCC 


TCTCTATCGG 


TGGTGGCGCG 


GGGAGTTATT 


350 




CACTCTCCTC 


CGCCGACGAT 


GCGAAACAAG 


TCGCAAACTT 


CATT TGGAAC 


400 


40 


AGCTACCTTG 


GCGGGCAGTC 


GGATTCCAGG 


CCACTTGGCG 


CTGCGGTTTT 


450 




GGATGGCGTT 


GATTTCGATA 


TCGAGTCTGG 


CTCGGGCCAG 


TTCTGGGACG 


500 




TACTAGCTCA 


GGAGCTAAAG 


AATTTTGGAC 


AAGTCATTTT 


ATCTGCCGCG 


550 




CCGCAGTGTC 


CAATACCAGA 


CGCTCACCTA 


GACGCCGCGA 


TCAAAACTGG 


600 


45 


ACTGTTCGAT 


TCCGTTTGGG 


TTCAATTCTA 


CAACAACCCG 


CCATGCATGT 


650 




TTGCAGATAA 


CGCGGACAAT 


CTCCTGAGTT 


CATGGAATCA 


GTGGACGGCG 


700 




T T T CC G AC AT 


CGAAGCTTTA 


CATGGGATTG 


CCAGCGGCAC 


GGGAGGCAGC 


750 


50 


GCCGAGCGGG 


GGATTTATTC 


CGGCGGATGT 


GCTTATTTCT 


CAAGTTCTTC 


800 




CAACCATTAA 


AGCTTCTTCC 


AACTATGGAG 


GAGTGATGTT 


AT GGAGT AAG 


850 
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GCGTTTGACA ATGGCTACAG CGATTCCATT 
GAAGCTCCTA AGTTTAATTT TAATTAAAGC 
TTATAATAAT TAAAAAGTGA GACTTCATCT 
AAATTAGTGT GATGCAATAA TTAATATCCT 
CAATGTTTTA GAATTGAAAA GTTGATGTCA 
TTT 



AAAGGCAGCA TCGGCTGAAG 900 

TATGAATAAA CTCCAAAGTA 950 

TCTCCATTTA GTCTCATATT 1000 

TTTTTTCATT AC TAT AC T AC 1050 

ATAAAAACAT TCCAAGTTTA 1100 

1103 



SEQ ID NO: 12 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid mit entsprechendem Peptid 
SEQUENZLANGE: 69 Basenpaare 

ART DES MOLEKULS: cDNA von mRNA 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS: Nlcotiana tabacum 
UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE 
HERKUNFT 

NAME DES KLONS: P BS-Gluc39.1 [ATCC 40526; beschrieben in 
EP-A 0,332,104] 

EIGENSCHAFTEN: kodiert Signalpeptid, das verantwortlich. ist 
fur die vakuolare Lokalisation assoziierter Proteinmolekule 

GTC TCT GGT GGA GTT TGG GAC AGT TCA GTT GAA ACT AAT GCT ACT 
Val Ser Gly Gly Val Tip Asp Ser Ser Val Glu Thr Asn Ala Thr 

GCT TCT CTC GTA AGT GAG ATG TGA 
Ala Ser Leu Val Ser Glu Met End 



Patentanspruche 

1. DNA-Sequenz, die ein kurzes Peptidfragment kodiert, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] 
eines beliebigen, assoziierten Genproduktes in die pflanzliche Vakuole verantwortlich ist. 

2. DNA-Sequenz gem ass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz aus der 3'-termina- 
len Region eines Gens erhaltlich ist, das fur ein naturlicherweise vakuolar vorliegendes Proteinmolekul 
kodiert und dass besagte DNA Sequenz ein kurzes, C-terminales Peptidfragment [C-termin ale Extension] 
kodiert, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] des assoziierten Genproduktes in die pflanzliche 
Vakuole verantwortlich ist. 

3. DNA-Sequenz gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz aus der 3'-termina- 
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len Region eines pflanzlichen Chitinasegens erhaltlich ist und ein kurzes, C-terminales Peptidfragment 
[C-terminaie Extension] kodiert, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] des assoziierten Genpro- 
duktes in die pfianzliche Vakuole verantwortiich ist. 

4. DNA-Sequenz gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz aus der 3'-termina- 
len Region eines pflanzlichen Glucanasegens erhaltlich ist und ein kurzes, C-terminales Peptidfragment 
[C-terminale Extension] kodiert, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] des assoziierten Genpro- 
duktes in die pfianzliche Vakuole verantwortiich ist. 

5. DNA-Sequenz gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz ein kurzes Peptid- 
fragment kodiert, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] des assoziierten Genproduktes in die 
Vakuole verantwortiich ist und die foigende, in SEQ ID NO: 1 wiedergegebene, allgemeine Nukleotid- 
Sequenz aufweist: 

CGN/AGR TCN/AGW TTY GGN AAY GGN CTN/TTR TTR/CTN GTN GAY 
ACNATG TAA 

worin 

N A oder G Oder C oder T/U; 

R G oder A; 

W A oder T/U; und 

Y T/U oder C bedeuten. 

sowie Mutanten und Varianten davon, die ein Peptidfragment kodieren, das noch die typischen Targe- 
ting'-Eigenschaften des ursprunglichen Peptidfragmentes aufweist. 

6. DNA-Sequenz gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz in einer im wesent- 
lichen reinen Form vorliegt und aus der 3'-terminalen Region eines basischen Chitinasegens von Nico- 
tiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pfianzen erhaltlich istund im wesentlichen die foigende, in SEQ ID NO: 
2 wiedergegebene Nukleotid-Sequenz aufweist: 

3'- AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA -5' 

sowie Mutanten und Varianten davon, die ein Peptidfragment kodieren, das noch die typischen Targe- 
ting'-Eigenschaften des ursprunglichen Peptidfragmentes aufweist. 

7. DNA-Sequenz gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz in einer im wesent- 
lichen reinen Form vorliegt und aus der 3'-terminalen Region eines basischen Glucanasegens von Mco- 
tiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pfianzen erhaltlich ist und im wesentlichen die foigende, in SEQ ID NO: 
12 wiedergegebene Nukleotid-Sequenz aufweist: 

GTC TCT GGT GGA GTT TGG GAC AGT TCA GTT GAA ACT AAT GCT 
ACT GCT TCT CTC GTA AGT GAG ATG TGA 

sowie Mutanten und Varianten davon, die ein Peptidfragment kodieren, das noch die typischen Targe- 
ting'-Eigenschaften des ursprunglichen Peptidfragmentes aufweist. 

8. Peptidfragement, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] eines beliebigen, assoziierten Protein- 
molekuls in die pfianzliche Vakuole verantwortiich ist und das von einer DNA-Sequenz gemass Anspruch 
1 kodiert wird. 

9. Peptidfragment gemass Anspruch 8, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting*] eines beliebigen, 
assoziierten Proteinmolekuls in die pfianzliche Vakuole verantwortiich ist und das aus der C-terminalen 
Extension eines naturlicherweise vakuolar voriiegenden Proteinmolekuls erhaltlich ist. 
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10. Peptidfragment gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es aus der C-terminalen Extension 
einer pflanzlichen Chitinase erhaltlich ist. 

11. Peptidfragment gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es aus der C-terminalen Extension 
einer pflanzlichen Glucanase erhaltlich ist 

12. Peptidfragment gemass Anspruch 10, das als Targeting-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert und 
das diefolgende, in SEQ ID NO: 1 und 2 wiedergegebene Aminosauresequenz aufweist: 

Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

sowie Mutanten und Varianten davon, die noch die typischen Targeting -Eig en schaften des ursprung- 
lichen Peptidfragmentes aufweisen. 

13. Peptidfragment gemass Anspruch 1 1 , das als Targeting '-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert und 
das diefolgende, in SEQ ID NO: 12 wiedergegebene Aminosaure-sequenz aufweist: 

Val Ser Gly Gly Val Trp Asp Ser Ser Val Giu Thr Asn Ala Thr 
Ala Ser Leu Val Ser Glu Met 

sowie Mutanten und Varianten davon, die noch die typischen Targeting'-Eigenschaften des ursprung- 
lichen Peptidfragmentes aufweisen. 

14. DNA-Sequenz, die den in einem der Anspruche 1 bis 7 wiedergegbenen DNA-Sequenzen im wesentiichen 
homolog ist und noch die erfindungswesentlichen Eigenschaften dieser Sequenzen aufweist, d.h. ein C- 
terminales Peptid kodiert, das als Targeting-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert 

15. DNA-Sequenz gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eine naturiicherweise vor- 
kommende Variante oder Mutante der in einem der Anspruche 1 bis 7 wiedergegebenen DNA-Sequenzen 
handelt. 

16. DNA-Sequenz gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine mit Hilfe bekannter 
Mutationsverfahren hergestellte Sequenz handelt. 

17. DNA-Sequenz gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Mutationsver- 
fahren um eine Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese handelt. 

18. DNA-Sequenz gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz eine der in SEQ 
ID NO: 3 bis 7 wiedergegebenen Nukleotidsequenzen aufweist: 



(a) 


AGGTCT 


TTT 


GGA AAA GAT CTT 


TTA 


GTC 


GAT 


ACT ATG TAA 


(b) 


AGGTCT 


TTT 


GGA AAT GGA CTT 


TTA 


GTC 


AAT 


ACT ATG TAA 


(c) 


AGGTCT 


TTT 


GGA AAT GGA CTT 


TTA 


GTC 


CGT 


ACT ATG TAA 


(d) 


A/T GAT CTT 


TTG 


GGA AAT GGA CTT 


TTA 


GTC 


GAT 


ACT ATG TAA 


(e) 






ATC GGT GAT CTT 


TTA 


GTC 


GAT 


ACT ATG TAA 



19. Modifizierted Peptid-Fragment, das von einer DNA-Sequenz gemass einem der Anspruche 14 bis 18 
kodiert wird und noch die gleichen Targeting'-Eigenschaften aufweist wie das in der C-tenminalen Region 
von naturiicherweise vakuolar voriiegenden Proteinmolekulen befindliche, unmodifizierte Peptid-Frag- 
ment 

20. Modifiziertes Peptid-Fragment gemass Anspruch 19, das in Assoziation mit einem Proteinmolekul als Tar- 
geting-Signal fur die pflanzliche Vakuole fungiert und das eine der in SEQ ID NO: 3 bis 7 wiedergegeben 
Aminosauresequenzen aufweist: 
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(a) 


Arg 


Ser 


Phe 


Gly 


Lys 


Asp 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 


(b) 


Arg 


Ser 


Phe 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Asn 


Thr 


Met 


End 


(c) 


Arg 


Ser 


Phe 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Arg 


Thr 


Met 


End 


(d) 


Asp 


Leu 


Leu 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 


(e) 








He 


Gly 


Asp 


Leu 


Leu 


Val 


Asp 


Thr 


Met 


End 



21. Fragment Oder Teiisequenz, die aus einer der DNA Sequenzen oder aus Derivaten dieser DNA Sequen- 
zen gemass einem der Anspriiche 1 bis 7 und 14 bis 18 erhaltlich ist und die ein Peptidfragment kodiert, 
das noch die spezifischen Targeting' Eigenschaften des durch die Ausgangssequenz kodierten Peptid- 
fragmentes aufweist. 

22. DNA-Teilsequenz gemass Anspruch 21, die im wesentiichen eine der in SEQ ID NO: 8 und 9 wiederge- 
gebenen Nukleotid-Sequenzen aufweist: 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

sowie Mutanten und Varianten davon, die ein Peptidfragment kodieren, das noch die typischen Targe- 
ting'-Eigenschaften des durch die Ausgangssequenz kodierten Peptid-fragmentes aufweist. 

23. Peptidfragment das durch eine der DNA-Teiisequenzen gemass Anspruch 18 kodiert wird und das 
als Targeting'-Signal fur die pflanzliche Vakuoie fungiert und eine der in SEQ ID NO: 8 und 9 wiederge- 
gebenen Aminosauresequenzen aufweist: 

Leu Leu Val Asp Thr Met End 
Gly Leu Leu Val Asp Thr Met End 

sowie Mutanten und Varianten davon, die noch die typischen Targeting'-Eigenschaften des ursprung- 
Jichen Peptidfragmentes aufweisen. 

24. Rekombinantes DNA Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine chimare genetische Konstruktion 
enthalt, worin eine exprimierbare DNA mit einer DNA-Sequenz gemass einem der Anspruche 1 bis 7, 14 
bis 18 oder 21 bis 22 operabel verknupft ist 

25. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass es eine chimare gene- 
tische Konstruktion enthalt, worin eine beliebige, exprimierbare DNA mit einer DNA-Sequenz gemass ei- 
nem der Anspruche 1 bis 7, 14 bis 18 oder 21 bis 22 sowie mit in pflanzlichen Zellen aktiven 
Expressionssignalen und gegebenfalls weiteren kodierenden und/oder nicht-kodierenden Sequenzen der 
3'- und/oder 5'-Region operabe! verknupft ist, sodass bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt eine 
gezielte Einschleusung des Expressionsproduktes in die pflanzliche Vakuoie erfolgt. 

26. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Expres- 
sionssignale handelt, die aus Genen von Pflanzen oder Pflanzenviren stammen oder aber um bakterielle 
Expressionssignale handelt. 

27. Rekombinantes DNA Molekul gemMss Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet dass es sich um Promotor- 
und/oder Terminationssignale von Cauliflower Mosaik Virus Genen (CaMV) handelt. 

28. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um die Expres- 
sionssignale der Nopalin-Synthase-Gene (nos) und/oder der Octopin-Synthase-Gene (ocs) aus den Ti- 
Plasmiden von Agrobacterium tumefaciens handelt. 
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29. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes, rekombi- 
nantes DNA-Molekul zusatzliche, nicht-kodierende, regulatorische DNA-Sequenzen der 3'- und/oder5'- 
Region enthalt, die in der Lage sind die Transkription einer assoziierten DNA-Sequenz in pflanziichen 
Geweben im Sinne einer Induktion Oder Repression zu regulieren. 

30. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass besagt exprimierbare 
DNA in ihrer 5'-terminalen Region naturiicherweise eine Sequenz enthalt Oder aber mit einer solchen 
Sequenzoperabel verknupft ist, die fur ein in der pflanziichen Zelle funktionsfahiges, N-terminales Signai- 
peptid kodiert. 

31. Rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 oder25, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich bei der mit der Targeting'-Sequenz assoziierten exprimierbare n DNA um ein Strukturgen handelt, 
das in der Lage ist, den transformierten pflanziichen Zellen sowie den sich daraus entwickelnden Geweben 
und insbesondere aber den Pflanzen selbst einen Schutzeffekt gegenuber Pathogenen, Chemikalien 
sowie nachteiligen Urnwelteinflussen zu verieihen. 

32. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 
Strukturgen um ein Gen handelt, das Chitinase in pflanziichen Zellen exprimiert. 

33. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 
Strukturgen um ein Gen handelt, das Glucanase in pflanziichen Zellen exprimiert. 

34. Rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 Oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
die mit der Targeting'-Sequenz assoziierte exprimierbare DNA bei Expression in der transformierten 
pflanziichen Zelle als solcher Oder als Bestandteil einer hoher organisierten Einheit ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus einem Gewebe, Organ, Kallus, Embryo Oder einer ganzen Pflanze, zu einem 
Expressionsprodukt fuhrt das in die pflanzliche Vakuole eingeschleust wird. 

35. Rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
es zusatzlich eine DNA Sequenz enthalt, die fur einen selektierbaren phaenotypischen Marker kodiert 

36. Rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
es zusatzlich einen Replikationsursprung enthalt, der eine Repiikation in einem oder mehreren Mikroor- 
ganismen zulasst. 

37. Rekombinantes DNA Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Strukturgen in operabler Verknup- 
fung mit in pflanziichen Zellen aktiven Expressionssignalen enthalt, welches fur ein naturiicherweise vaku- 
olar vorliegendes Genprodukt kodiert und dessen naturiicherweise im Gen vorliegende 
3 -terminate Targeting'-Sequenz deletiert oder aber in anderer Weise inaktiviert ist und das daher bei 
Transformation in einen pflanziichen Wirt ein Expressionsprodukt liefert, das keine funktionelle C-termi- 
nale Signalsequenz mehr enthalt und in den Extrazellularraum der Pflanze sezerniert wird. 

38. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 
Strukturgen um ein basisches Chitinasegen handelt. 

39. Rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 
Strukturgen um ein basisches Glucanasegen handelt. 

40. Klonierungsvektor enthaltend ein rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspriiche 24 bis 39. 

41. Transformationsvektor und/oder Express ionsvektor enthaltend ein rekombinantes DNA Molekul gemass 
einem der Anspruche 24 bis 39. 

42. Shuttle Vektor enthaltend ein rekombinantes DNA Molekul gemass Anspruch 36, der in der Lage istsowohl 
in E. coJi als auch in A tumefaciens stabil zu replizieren. 

43. Wirtsorganismus enthaltend ein rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 bis 39 oder 
einen Vektor gemass einem der Anspruche 40 bis 42. 
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44. Wirtsorganismus gemass Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Wirtsorga- 
nismus um ein Bakterium Oder aber urn pflanzliches Material handelt, ausgewahlt aus der Gruppe beste- 
hend aus Protoplasten, Zellen, Kalli, Geweben, Organen, Samen, Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten, 
etc. 

5 

45. Transgene Pfianze einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen Nachkommenschaft enthaltend ein 
rekombinantes DNA Molekul gemass einem der Anspruche 24 bis 39 und/oder einen Vektor gemass ei- 
nem der Anspruche 40 bis 42. 

10 46. Transgene Pfianze einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen Nachkommenschaft mit einem gegen- 
uber dem Wildtyp signifikant erhohten Proteingehalt in der pflanzlichen Vakuole. 

47. Transgene Pfianze einschliesslich ihrer sexuellen und asexuellen Nachkommenschaft mit einem gegen- 
uber dem Wildtyp signifikant erhohten Chitinasegehalt in der pflanzlichen Vakuole. 

15 

48. Transgene Pfianze regeneriert aus transformiertem pflanzlichem Material gemass Anspruch 44. 

49. Transgene Pfianze gemass einem der Anspruche 45 bis 48, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
eine fertile Pfianze handelt. 

20 

50. Vermehrungsgut einer transgenen Pfianze gemass einem der Anspruche 45 bis 49. 

51. Teile einer transgenen Pfianze gemass einem der Anspruche 45 bis 49. 

25 52. Verfahren zur zielgerichteten Einschleusung von Expression sprodukten in die pflanzliche Vakuole, das 
im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) zunachst die fur die fur eine gezielte Einschleusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz 
aus einer geeigneten Quelle isoliert Oder diese mit Hilfe bekannter Verfahren synthetisiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3'-terminale Ende einer beliebigen exprimierbaren DNA-Sequenz 
30 operabel inseriert; 

(c) dasfertige Konstruktin einen Pflanzen express ionsvektor unterdie Kontrolle von in Pflanzen aktiven 
Express ionssignal en einkloniert; und 

(d) besagten Expressionsvektor in einen pflanzlichen Wirt transformiert und dort exprimiert. 

35 53. Verfahren gemass Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass besagte exprimierbare DNA in ihrer 5'- 
terminalen Region eine Sequenz enthalt oder aber mit einer solchen Sequenz operabel verknupft wird, 
die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-terminales Signalpeptid kodiert. 

54. Verfahren gemass Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagter exprimierbarer DNA- 
40 Sequenz um ein Strukturgen handelt. 

55. Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Strukturgen heterolog ist im 
Bezug auf die assoziierten Targeting '-Sequenz. 

45 56. Verfahren zur Ausschleusung von Proteinen, die naturlicherweise eine Targeting'-Sequenz enthalten und 
die daher normalerweise in die pflanzliche Vakuole eingeschleust werden, in den Extrazellularraum der 
Pfianze, das im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) eine fur ein solches Protein kodierende DNA-Sequenz isoliert; 

(b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting -Se- 
50 quenz am C-terminalen Ende aus dem offenen Leseraster entfernt; 

(c) besagte mutierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Pflanzen express ionsvektor einspleisst; und 

(d) das fertige Konstrukt in einen pflanzlichen Wirt transformiert. 

57. Verfahren zur Herstellung einer kurzen DNA-Sequenz, die ein Peptidfragment kodiert, das fur die gezielte 
55 Einschleusung [Targeting'] eines beliebigen, assoziierten Genproduktes in die pflanzliche Vakuole ver- 

antwortlich ist dadurch gekennzeichnet, dass man eine die C-terminale Extension eines naturlicherweise 
vakuolarvoriiegenden Proteinmolekuls kodierende DNA Sequenz mit Hilfe bekannter Verfahren aus der 
3'-terminalen Region des zugehorigen Strukturgens isoliert und diese gegebenfalls modifiziert, ohne 
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jedoch dabei die Targetmg'-Eigenschaften zu verandern. 

58. Verfahren zur Hersteliung einer DNA-Sequenz gemass einem der Anspruche 1 bis 7, 14 bis 18 Oder 21 
bis 22 dadurch gekennzeichnet, dass man sie mittels chemischer Verfahren synthetisiert. 

59. Verfahren gemass Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, dass man besagte kodierende DNA-Sequenz 
aus dem 3'-terminalen Ende eines geeigneten cDNA Oder genomischen DNA Kions isoliert 

60. Verfahren zur Hersteliung eines rekombinanten DNA Molekuls, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
beliebige, exprimierbare DNA mit einer DNA-Sequenz gemass einem der Anspruche 1 bis 7, 14 bis 18 
oder 21 bis 22 sowie mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen und gegebenfalls weiteren 
kodierenden und/oder nicht-kodierenden Sequenzen der 3'- und/oder 5'-Region operabel verknupft, 
sodass bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt eine gezielte Einschleusung des Expressionspro- 
duktes in die pflanzliche Vakuole erfolgt 

61. Verfahren gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass besagte exprimierbare DNA in ihrer 5'- 
terminalen Region eine Sequenz enthalt oder aber mit einer soichen Sequenz operabel verknupft wird, 
die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-tenminales Signal peptid kodiert 

62. Verfahren zur Hersteliung von transformiertem pfianzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, das 
gezielt in die pflanzliche Vakuole eingeschleust wird, dadurch gekennzeichnet dass man 

(a) zunachst die fur die fur eine gezielte Einschleusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz 
aus einer geeigneten Quelle isoliert oder diese mit Hilfe bekannter Verfahren synthetisiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3'-terrninale Ende einer beliebigen exprimierbaren DNA-Sequenz 
operabel inseriert; 

(c) das fertige Konstrukt in einen Pflanzenexpressionsvektor unter die Kontrolle von in Pflanzen aktiven 
Expressionssignalen einkloniert; 

(d) besagten Expressionsvektor mit Hilfe bekannter Verfahren in einen pflanzlichen Wirt transformiert 
und doit exprimiert; und 

(e) das so behandelte pflanzliche Material screent und positive Transformanten isoliert 

63. Verfahren zur Hersteliung von transformiertem pfianzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, das 
gezielt in den extrazellularen Raum sezemiert wird, dadurch gekennzeichnet, dass man 

(a) eine fur ein solches Protein kodierende DNA-Sequenz isoliert; 

(b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting'-Se- 
quenz am C-terminalen Ende aus dem offenen Leseraster entfernt; 

(c) besagte mutierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einspleisst; 

(d) das fertige Konstrukt in einen pflanzlichen Wirt transformiert; und 

(e) das so behandelte pflanzliche Material screent und positive Transformanten isoliert. 

64. Verfahren zum Auffinden neuer Targeting '-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, dass man zunachst 
cDNA oder genomische Genbibliotheken aus geeignetem Pflanzenmateria! herstellt und diese unter Ver- 
wendung einer DNA-Sequenz gemass einem der Anspruche 1 bis 7, 14 bis 18 oder 21 bis 22 als Proben- 
molekul auf das Vorhandensein homologer DNA Sequenzen untersucht, die in der Lage sind, mit 
besagtem Probenmolekul zu hybridisieren. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Hersteliung einer kurzen DNA-Sequenz, die ein Peptidfragment kodiert, das fur die gezielte 
Einschleusung [Targeting'] eines beliebigen, assoziierten Genproduktes in die pflanzliche Vakuole ver- 
antwortlich ist dadurch gekennzeichnet, dass man eine die C-terminale Extension eines naturlicherweise 
vakuolarvorfiegenden Proteinmolekuls kodierende DNA Sequenz mit Hilfe bekannter Verfahren aus der 
3'-termina!en Region des zugehorigen Strukturgens isoliert und diese gegebenfalls modifiziert, ohne 
jedoch dabei die Targeting'-Eigenschaften zu verandern. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen urn ein 
basisches Chitinasegen handelt 
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3. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen urn ein 
basisches Glucanasegen handelt. 

4. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen urn ein 
basisches Chitinasegen handelt, das aus Nicotiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen erhaltlich ist. 

5. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen urn ein 
basisches Glucanasegen handelt, das aus Nicotiana tabacum L. c.v. Havana 425 Pflanzen erhaltlich ist. 

6. Verfahren gemass Anspruch 4 t dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz diefolgende, in SEQ ID 
NO: 1 wiedergegebene, allgemeine Nukleotid- Sequenz aufweist: 

CGN/AGR TCN/AGW TTY GGN AAY GGN CTN/TTR TTR/CTN GTN GAY 
ACNATG TAA 

worin 

N A Oder G Oder C Oder T/U; 

R G oder A; 

W A Oder T/U; und 

Y T/U Oder C bedeuten. 

7. Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz im wesentlichen die fol- 
gende, in SEQ ID NO: 12 wiedergegebene Nukleotid-Sequenz aufweist: 

3'- AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA -5' 



8. Verfahren gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Sequenz im wesentlichen die fol- 
gende, in SEQ ID NO: 12 wiedergegebene Nukleotid-Sequenz aufweist: 

GTC TCT GGT GGA GTT TGG GAC AGT TCA GTT GAA ACT AAT GCT 
ACT GCT TCT CTC GTA AGT GAG ATG TGA 

9. Verfahren zur Herstellung einer der in SEQ ID NO: 1, 2 oder 12 wiedergegebenen DNA-Fragmente, 
dadurch gekennzeichnet, dass man besagte DNA-Fragmente durch chemische Synthese herstellt. 

10. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten DNA-Sequenz, die den in in SEQ ID NO: 1, 2 oder 12 wie- 
dergegbenen Nukleotid-Sequenzen im wesentlichen homolog ist und noch die erfindungswesentlichen 
Eigenschaften dieser Sequenzen aufweist, d.h. ein exterminates Peptid kodiert, das als Tarbeting'-Signal 
fur die pfianzliche Vakuole fungiert, dadurch gekennzeichnet, dass man besagte Sequenz mit Hilfe an sich 
bekannter Mutationsverfahren aus den Ausgangssequenzen herstellt. 

11. Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Mutationsverfahren 
urn eine Oligonukleotid-vermitteite Mutagenese handelt. 

12. Verfahren gemass Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dass besagte modifizierte DNA-Sequenz eine 
der in SEQ ID NO: 3 bis 7 wiedergegebenen Nukleotidsequenzen aufweist: 
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(a) 
(b) 
(c) 



AGG TCT TTT GGA AAA GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC AAT ACT ATG TAA 
AGG TCT TTT GGA AAT GGA CTT TTA GTC CGT ACT ATG TAA 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



(d) A/T GAT CTT TTG GGA AAT GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 



13. Verfahren zur Herstellung einer der in SEQ ID NO: 3 oder 7 wiedergegebenen DNA-Fragmente, dadurch 
gekennzeichnet, dass man besagte DNA-Fragmente durch chemische Synthese herstellt 

14. Verfahren zur Herstellung eines DNA-Fragments oder einer Teilsequenz, die aus einer der nach einem 
Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 13 hergestellten DNA Sequenzen erhaltlich ist und ein Pep- 
tidfragment kodiert, das noch die spezifischen Targeting 1 Eigenschaften der ursprunglichen Peptidfrag- 
mente aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass man besagtes DNA-Fragment oder besagte Teilsequenz 
mit Hilfe bekannter Verfahren aus der 3'-terminalen Region eines Gens isoliert, das fur ein naturiicher- 
weise vakuolar voriiegendes Proteinmolekul kodiert oder diese chemisch synthetisiert 

15. Verfahren zur Herstellung eins DNA-Fragments oder einer Teilsequenz gemass Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet dass besagte Sequenz im wesentlichen eine der in SEQ ID NO: 8 und 9 wiedergegebenen 
Nukleotid-Sequenzen aufweist: 

CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 
GGA CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 

16. Verfahren zur Herstellung einer der in SEQ ID NO: 8 oder 9 wiedergegebenen DNA-Teilsequenzen, 
dadurch gekennzeichnet, dass man besagte Teilsequenzen durch chemische Synthese herstellt 

17. Verfahren zur Herstellung eines Peptidfragmentes, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting*] eines 
beliebigen, assoziierten Proteinmoiekuls in die pflanzliche Vakuole verantwortlich ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man besagtes Peptidfragment aus der C-terminalen Extension eines naturlicherweise 
vakuolar voriiegenden Proteinmoiekuls isoliert. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Peptidfragmentes, das fur die gezielte Einschleusung [Targeting'] eines 
beliebigen, assoziierten Proteinmoiekuls in die pflanzliche Vakuole verantwortlich ist, dadruch gekenn- 
zeichnet, dass man besagtes Peptidfragment chemisch synthetisiert 

19. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten DNA Molekuls, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
beliebige, exprimierbare DNA mit einer nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 16 her- 
gestellten DNA-Sequenz sowie mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen und gegebenfalls 
weiteren kodierenden und/oder nicht-kodierenden Sequenzen der 3'- und/oder 5'-Region operabel ver- 
knupft, sodass bei Transformation in einen pflanzlichen Wirt eine gezielte Einschleusung des Expression- 
sproduktes in die pflanzliche Vakuole erfolgt. 

20. Verfahren gemass Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Expressionssignale handelt, 
die aus Genen von Pflanzen oder Pflanzenviren stammen oder aber um bakterielle Expressionssignale 



21. Verfahren gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Promotorund/oder Termina- 
tionssignale von Cauliflower Mosaik Virus Genen (CaMV) handelt 

22. Verfahren gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um die Expressionssignale der 
Nopalin-Synthase-Gene (nos) und/oder der Octopin-Synthase-Gene (ocs) aus den Ti-PIasmiden von 



(e) 



ATC GGT GAT CTT TTA GTC GAT ACT ATG TAA 



handelt. 
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Agrobacterium tumefac/ens handelt. 

23. Verfahren gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes, rekombinantes DNA-Molekul 
zusatzliche, nicht-kodierende, regulatorische DNA-Sequenzen der 3'- und/oder 5'-Region enthalt, die in 
der Lage sind die Transkription einer assoziierten DNA-Sequenz in pflanzlichen Geweben im Sinne einer 
Induktion Oder Repression zu regulieren. 

24. Verfahren gemass Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass besagt exprimierbare DNA in ihrer 5'-ter- 
minalen Region naturlicherweise eine Sequenz enthalt oderabermit einer solchen Sequenz operabel ver- 
knupft wird, die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-terminales Signal peptid kodiert 

25. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das es sich bei besagter, mit der Targe- 
ting'-Sequenz assoziierter, exprimierbarer DNAum ein Strukturgen handelt, das in der Lage ist, den trans- 
formierten pflanzlichen Zelien sowie den daraus sich entwickeinden Geweben und insbesondere aber den 
Pfianzen selbst einen Schutzeffekt gegenuber Pathogenen, Chemikalien sowie nachteiligen Umweltein- 
flussen zu verleihen. 

26. Verfahren gemass Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen um ein 
Gen handelt, das Chitinase in pflanzlichen Zellen exprimiert. 

27. Verfahren gemass Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen um ein 
Gen handelt, das Glucanase in pflanzlichen Zellen exprimiert. 

28. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die mit der Targeting'-Sequenz asso- 
ziierte exprimierbare DNA bei Expression in der transformierten pflanzlichen Zelle als solcher oder als 
Bestandteil einer hoher organisierten Einheit ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Gewebe, 
Organ, Kallus, Embryo oder einer ganzen Pflanze, zu einem Expressionsprodukt fuhren, das in die pflanz- 
liche Vakuole eingeschleust wird. 

29. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich eine DNA Sequenz enthalt, 
die fur einen selektierbaren phaenotypischen Marker kodiert. 

30. Verfahren gemass Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich einen Replikationsursprung 
enthalt, der eine Replikation in einem oder mehreren Mikroorganismen zulasst. 

31. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten DNA Molekuls, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
DNA Sequenz, die fur ein naturlicherweise vakuolar vorliegendes Proteinmolekul kodiert in operabler 
Weise mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssignalen verknupft und die naturlicherweise im Gen 
voriiegende 3'-terminale Targeting'-Sequenz deletiert oder aber in anderer Weise inaktiviert, sodass bei 
Transformation in einen pflanzlichen Wirt ein Expressionsprodukt entsteht, das keinefunktionelle Ctermi- 
nale Signalsequenz mehr enthalt und daher in den Extrazellularraum der Pflanze sezemiert wird. 

32. Verfahren gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen um ein 
basisches Chitinasegen handelt. 

33. Verfahren gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem Strukturgen um ein 
basisches Giucanasegen handelt. 

34. Verfahren zur zielgerichteten Einschieusung von Expression sprodukten in die pflanzliche Vakuole, das 
im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) zunachst die fur die fur eine gezielte Einschieusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz 
aus einer geeigneten Quelle isoliert oder diese mit Hiife bekannter Verfahren synthetisiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3'-terminale Ende einer beiiebigen exprimierbare n DNA-Sequenz 
operabel inseriert; 

(c) das fertige Konstrukt in einen Pflanzenexpressionsvektor unter die Kontrolle von in Pfianzen aktiven 
Expressionssignalen einkloniert; und 

(d) besagten Expressionsvektor in einen pflanzlichen Wirt transformiert und dort exprimiert. 
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35. Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass besagte exprimierbare DNA in ihrer 5'- 
tenminalen Region eine Sequenz enthalt oder aber mit einer soichen Sequenz operabel verknupft wird, 
die fur ein in der pflanzlichen Zelle funktionsfahiges, N-terminales Signaipeptid kodiert. 

5 36. Verfahren gemass Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass essich bei besagterexprimierbarerDNA- 
Sequenz um ein Strukturgen handelt. 

37. Verfahren gemass Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Strukturgen heterolog ist im 
Bezug auf die assoziierte Targeting'-Sequenz. 

10 

38. Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass man besagte DNA-Sequenz aus einem 
cDNAodergenomischen DNA Klon von Chitinase oder Glucanase isoliert. 

39. Verfahren zur Ausschleusung von Proteinen, die naturiicherweise eine Targeting'-Sequenz enthalten und 
15 die daher normalerweise in die pflanziiche Vakuole eingeschleust werden, in den Extrazellularraum der 

Pflanze, das im wesentlichen dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(a) eine fur ein solches Protein kodierende DNA-Sequenz isoliert; 

(b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting'-Se- 
quenz am C-terminalen Ende aus dem offenen Leseraster entfernt; 

20 (c) besagte mutierte DNA-Sequenz in einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektoreinspleisst; und 

(d) das fertige Konstrukt in einen pflanzlichen Wirt transform iert. 

40. Verfahren zur Herstellung von transformiertem pflanzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, das 
gezielt in die pflanziiche Vakuole eingeschleust wird, dadurch gekennzeichnet, dass man 

25 (a) zunachst die fur die fur eine gezielte Einschleusung in die Vakuole verantwortliche DNA-Sequenz 

aus einer geeigneten Quelle isoliert oder diese mit Hilfe bekannter Verfahren synthetisiert; 

(b) besagte DNA-Sequenz in das 3 r -terminale Ende einer beliebigen exprimierbaren DNA-Sequenz 
operabel inseriert; 

(c) das fertige Konstrukt in einen Pflanzenexpressionsvektor unter die Kontrolle von in Pflanzen aktiven 
30 Expressionssignalen einkloniert; 

(d) besagten Expressionsvektor mit Hiife bekannter Verfahren in einen pflanzlichen Wirt transformiert 
und dort exprimiert; und 

(e) das so behandelte pflanziiche Material screent und positive Transformanten isoliert 

35 41. Verfahren gemass Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass man besagtes pflanzliches Material mit 
einer gemass einem der Anspruche 1 9 bis 30 hergestellten rekombinanten DNA transformiert. 

42. Verfahren zur Herstellung von transformiertem pflanzlichem Material, welches ein Genprodukt enthalt, das 
gezielt in den extrazelluiaren Raum sezerniert wird, dadurch gekennzeichnet, dass man 

40 (a) eine fur ein solches Protein kodierende DNA-Sequenz isoliert; 

(b) die fur die Einschleusung in das jeweilige zellulare Kompartiment verantwortliche Targeting -Se- 
quenz am O-terminalen Ende aus dem offenen Leseraster entfernt; 

(c) besagte mutierte DNA-Sequenz In einen geeigneten Pflanzenexpressionsvektor einspleisst; 

(d) das fertige Konstrukt in einen pflanzlichen Wirt transformiert; und 

45 (e) das so behandelte pflanziiche Material screent und positive Transformanten isoliert 

43. Verfahren gemass Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dass man besagtes pflanzliches Material mit 
einer gemass Anspruch 31 hergestellten rekombinanten DNA transformiert 

50 44. Verfahren zum Auffinden neuer Targeting '-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, dass man zunachst 
cDNA oder genomische Genbibliotheken aus geeignetem pflanzenmaterial herstellt und diese unter Ver- 
wendung einer nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 16 hergestellten DNA-Sequenz 
als Probenmolekul auf das Vorhandensein homologer DNA Sequenzen untersucht, die in der Lage sind, 
mit besagtem Probenmolekul zu hybridisieren. 

55 
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